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RESUMEN 

El agente causal de esta enfermedad es el virus del dengue, miembro del género 

Flavivirus de la familia Flaviviridae. El genoma viral consta de una molécula de RNA de 

polaridad positiva el cual codifica para 3 proteínas estructurales y 7 proteínas no 

estructurales. Dentro de estas últimas, se encuentran las proteínas NS1 y NS5 ambas 

claves para la replicación viral. NS1 tiene un peso molecular de 45 kDa y se encuentra en 

forma monomerica en el citoplasma celular asociada a complejos replicativos, de manera 

dimerica  anclada a la membrana celular y hexamerica  que es secretada al medio o 

plasma. Por su parte, la proteína NS5 presenta un peso de 105 kDa, es la polimerasa viral  

encargada de replicar el material genético y tiene además funciones de metiltransferasa. 

NS5 se localiza en la región perinuclear; sin embargo, también es translocada de manera 

abundante al núcleo, donde no se sabe la función que ahí desempeña. Dada la austeridad 

genética que presentan  los virus, éstos requieren no solo de proteínas virales sino 

también de factores y estructuras celulares para poder completar su ciclo replicativo. 

Usando 2 metodologías diferentes pero complementarias entre sí (cromatografia de 

afinidad e inmunoprecipitacion) identificamos 64 proteínas celulares que interaccionan con 

la proteína viral NS1 y 36 que interaccionan con NS5. Dentro de las proteínas que 

identificamos que interacciona con NS5 se encuentra la proteína DDX5 (helicasa de tipo 

2) NS5 es capaz de trasladarse al núcleo y colocalizar con ella a las 12 hpi. Sin embargo, 

esta proteína sale del núcleo a las 24 hpi. Al tratar las células con Ivermectina (fármaco 

inhibidor del transporte a través del mecanismo α/β importinas) NS5 se localiza en el 

citoplasma y la proteína DDX5 en el núcleo lo cual podría sugerir la posible participación 

de NS5 en el transporte de proteínas nucleares hacia el citoplasma. Por otro lado una de 

las proteínas celulares que interaccionan con NS1 es  la proteína ribosomal 18 (RPL18) el 

silenciamiento de esta proteína no afecta la viabilidad ni el metabolismo celular pero el 

rendimiento viral se ve comprometido así como la síntesis de RNA viral y la cantidad de  

NS1 secretada al sobrenadante lo cual sugiere la posible participación de la proteína 

RPL18  en el ciclo replicativo de dengue. 
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ABSTRACT 

 

Dengue is the most important mosquito-borne viral disease in the world. Given the 

austerity of dengue virus (DENV) genome, it uses cellular molecules and structures to 

enter into the cell, translate and replicate its genome and to produce viral progenie. 

Different strategies have been used to identify cell proteins involved in the viral replicative 

cycle. NS1 is a multifunctional playing important role in viral replication and pathogenesis 

while NS5 is the RNA dependent RNA polymerase. The identification of cellular proteins 

that interact with NS1 and NS5 may be help in further understanding the fuctions of both 

proteins. 

 In this work we isolate cellular proteins from DENV infected human hepatic cells (Huh-7) 

that interact with NS1 using an affinity chromatography with a His-tag recombinant NS1 

protein and by an immunoprecipitation assays, using a polyclonal anti-NS1 antibody. Cell 

proteins that interact directly or indirectly with NS1 or NS5 were identified by MALDI ToF 

MS/MS. A total of 64 proteins were identified belonging to different functional including 

ribosomal, histone and cytoskeleton proteins.  The subcellular location and expression 

leves during DENV infection of the identified ribosomal proteins RPS3a, RPL7, RPL18, 

RPL18a plus GAPDH was determined.  None of these proteins changed their expression 

levels during DENV infection; however, RPL18 was found to redistribute to the perinuclear 

region of infected cells after 48 hpi. The interaction between NS1 and RPL18, RPL18a and 

GAPDH was confirmed by co-immunoprecipitation assay. Silencing of the RPL18 by 

siRNA techniques does not affect cell translation efficiency or viability, jet it reduce 

significantly viral translation and replication as well as vial yield. In addition, we identified 

36 proteins that interact with NS5. This result strongly suggests that the RPL18 is required 

during DENV replicative cycle.  
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I.  INTRODUCCIÓN 

1.0 ANTECEDENTES GENERALES 

1.1.1 Epidemiología 

En los últimos 50 años se ha observado un aumento dramático en la distribución 

geográfica de los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus y un consecuente 

incremento en la transmisión de arbovirus (virus transmitidos por artrópodos) como 

el virus del dengue (DENV).  Dengue es la infección arboviral humana más 

prevalente en el mundo  causando 100 millones de infecciones anuales alrededor 

del mundo (Kraemer et al. 2015; Chua et al. 2005) 

Figura 1. Mapa de la distribución global del mosquito Aedes aegypti. El mapa representa la 
probabilidad de aparición (azul 0 y rojo 1) del mosquito en el mundo. DOI: 
10.7554/eLIFE.08347.009 http://elifesciences.org/content/elife/4/e08347.full.pdf. 

1.1.2 Dengue en México 

La estructura del Sistema Nacional de Salud y la Secretaria de Salud, 

correspondiente a la dirección general de epidemiologia (DGAE) y el Sistema 

Nacional de Vigilancia Epidemiológica (SINAVE) reportan un incremento del 1.6% 

en los casos confirmados, esto al comparar el comportamiento de los casos 

ocurridos en la misma fecha en el 2014. El 51% de los casos confirmados  

ocurrieron en los estados de Guerrero, Veracruz, Chiapas, Colima y Sonora 

(Figura 2). (Dirección General de Epidemiología 2015). 
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Figura 2. Panorama epidemiológico de fiebre y fiebre hemorrágica por Dengue en México 
2014 -2015. Estudio realizado hasta la semana 50 del 2014 y hasta la semana 30 del 2015. En la 
tabla se detalla el total de casos y la clasificación de acuerdo al cuadro clínico presentado por el 
paciente. 
(http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS_2015/Pano_dengue_s
em_30_2015.pdf) 

 

1.1.3 El Dengue como enfermedad 

La infección por DENV puede pasar desapercibida o generar una enfermedad 

febril auto-limitada conocida como fiebre por dengue (FD), la cual se caracteriza 

por fiebre de alto grado, artralgia (dolor en las articulaciones), dolor de cabeza, 

dolor  reto-orbital, vomito, náuseas, leucopenia y mialgia (Alcaraz-Estrada et al., 

2010).  En un cierto número de casos, la infección puede tener signos más 

severos y generar lo  que se conoce como fiebre del dengue hemorrágico (FHD) y 

el síndrome de choque por dengue (SCD) (Perera and Kuhn 2008). La FHD se 

distingue de FD porque hay pérdida del plasma, trombocitopenia (bajo  recuento 

de plaquetas), aparición de pequeñas petequias en el cuerpo, sangrado de nariz,  

tracto gastrointestinal y el periodo febril puede durar de 2 a 7 días (Alcaraz-

Estrada et al., 2010).  La excesiva perdida de plasma causa hemoconcentración 

ocasionando una baja importante en la presión y en el volumen sanguíneo lo que 

desencadena el  SCD y el paciente puede morir por choque hipovolémico  

(Alcaraz-Estrada et al.,  2010; Srikiatkhachorn 2009; Martina et al.,  2009).  

Se ha sugerido que un factor de riesgo para la FHD y el SCD es una infección 

secundaria principalmente debido a un proceso conocido como aumento de la 

http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS_2015/Pano_dengue_sem_30_2015.pdf
http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS_2015/Pano_dengue_sem_30_2015.pdf
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infección dependiente de anticuerpos (ADE por sus siglas en inglés)  (Navarro-

Sánchez, Desprès, y Cedillo-Barrón 2005; Malet et al. 2008). 

1.1.4 Agente etiológico  

DENV es miembro de la familia Flaviviridae  del género Flavivirus. DENV tiene un 

diámetro de 50 nm en estado maduro y 60 nm cuando se encuentra como virión 

inmaduro (Ludert et al. 2008) . El genoma viral es una molécula de RNA de 

cadena sencilla de polaridad positiva que codifica para tres proteínas 

estructurales: la proteína de la cápside (C)  y las dos proteínas presentes en la 

membrana viral, membrana (M) y la de la envoltura (E). La glicoproteína E es  la 

proteína viral estructural más expuesta en la superficie de la partícula. El genoma 

viral también codifica para siete proteínas no estructurales (NS1, NS2A/B, NS3, 

NS4A/B y NS5) las cuales están involucradas en la replicación viral (Perera y 

Kuhn 2008). El  genoma viral consiste en una sola cadena de RNA de polaridad 

positiva de alrededor de 10.7 Kb, la cual contiene en el extremo 5’ una estructura 

“cap” tipo I y en el extremo 3’ carece de la cola de poli A, característica de los 

RNAm celulares. El único marco de lectura abierto del genoma,  de 

aproximadamente 10 Kb, está flanqueado por dos regiones no traducidas (UTR) 

de 101 y 384 nt de largo respectivamente (Perera y Kuhn 2008) las cuales son 

altamente conservadas en los Flavivirus y contienen secuencias señales que 

actúan en cis para modular la replicación viral.  Las UTR contienen estructuras de 

tallo y burbuja conservadas, tanto en la región terminal 5’ como en la 3’ (Garcı́a-

Montalvo et al. 2004; Zhang et al. 2004; Villordo y Gamarnik 2009).   

1.1.4.1  Proteínas virales  

a) Proteínas estructurales  

El genoma viral debe traducirse en el citoplasma celular en los ribosomas 

adosados al RE generando una poliproteína, la cual es  procesada por proteasas 

virales y celulares. Las proteínas codificadas en el extremo amino terminal son las 

proteínas estructurales, en donde una de ellas, la proteína E es glicosilada por la 

glicosiltransferasa celular en el aparato de Golgi (Zhang et al. 2004; Perera and 

http://www.monografias.com/trabajos/antrofamilia/antrofamilia.shtml
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Kuhn 2008).  La morfogénesis viral se inicia en el retículo endoplásmico y el último 

paso de maduración ocurre dentro de las vesículas exocíticas. Bajo la proteína E, 

también anclada a la membrana viral, se encuentra la proteína M, la cual se 

sintetiza como un precursor llamado prM/M (Perera and Kuhn 2008; Zhang et al. 

2004).   

b) Proteínas no estructurales 

Las proteínas no estructurales participan en la replicación viral, en la patogénesis 

viral y en el ensamble del virion.  NS3 y NS5 poseen la actividad enzimática 

requerida para sintetizar el cap y para llevar a cabo la replicación del genoma viral 

(Brett D. Lindenbach y Rice 2003). 

La proteína  NS3 tiene varios dominios catalíticos incluyendo el de serin-proteasa, 

el cual requiere como cofactor a NS2B para el procesamiento de la poli proteína. 

También presenta un dominio de unión a trifosfato para llevar a cabo la función de 

helicasa que es necesaria para la síntesis de RNA viral. Se ha observado que NS3 

es capaz de interactuar con receptores nucleares los cuales modulan el tráfico 

intracelular entre el RE y el Golgi causando una inducción de estructuras  tipo 

membrana en el proceso de infección.  Las proteínas virales menos caracterizadas 

son las pequeñas proteínas hidrofóbica NS2A, NS4A y NS4B, las cuales se 

encuentran  presentes en el sitio de replicación y ensamble del virion (Clyde et al. 

2006). La proteína NS1 es expresada en tres formas: la forma monomerica  se 

encuentra en el RE e  interactúa con el complejo de replicación viral, la forma 

dimerica se encuentra anclada a la membrana celular y la forma hexamerica que 

es secretada al  líquido extracelular (sNS1)(Chua et al. 2005). Una de las 

modificaciones pos-traducionales de ésta proteína es la glicosilación en dos sitios 

diferentes de la molécula. Al parecer, estas glicosilaciones son necesarias para 

que el virus se replique en células de mosquito. Recientemente, la sNS1 se ha 

sugerido que tiene un papel muy importante en la patogénesis de la enfermedad 

(Clyde et al. 2006). Con formato: Sin Superíndice / Subíndice 
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La Proteína NS5 (metil-transferasa / polimerasa) es la más grande de las 

proteínas virales pues tiene aproximadamente 900 aminoácidos y es también la 

proteína más conservada entre los Flavivirus. El papel principal de ésta proteína 

es en la replicación del material genético viral ya que contiene la actividad 

enzimática necesaria para la adición del cap y para la síntesis de RNA a partir del 

RNA viral. Estas actividades están presentes en diferentes regiones de la proteína, 

ya que en el extremo N-terminal está codificada la actividad de metil-transferasa 

(S-adenosil-L-metionina-dependiente) (Poch et al. 1989) mientras que la actividad 

de RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) está presente en el extremo C-

terminal (Rice et al. 1985; Poch et al. 1989; Koonin 1991).  En la región N-terminal 

también tiene un dominio de unión a GTP, el cual es indispensable para realizar 

las dos reacciones de metilación N7 y 2’O requeridas para la formación del Cap 

(Egloff et al. 2007; Koonin 1993). 

1.1.4.2 Ciclo replicativo de DENV  

El primer paso en el ciclo  viral es la unión del virus a la superficie de la célula 

blanco. Esta interacción está mediada por la proteína E y el receptor localizado en 

la superficie de la célula huésped. Se han descrito una gran cantidad de moléculas 

que pueden actuar como receptor para DENV, sin embargo, todas estas 

interacciones convergen en que el virus se internaliza por endocitosis  mediada  

por receptor (Bressanelli et al. 2004). La fusión con la membrana del endosoma es 

inicialmente inducida por el  pH ácido (Heinz et al. 2004) del endosoma el cual 

lleva a un cambio conformacional en la proteína E, que finalmente fusiona ambas 

membranas y permite la liberación de la nucleocapside y del RNA viral al 

citoplasma. El RNA es primeramente traducido en una sola poliproteína de 

alrededor de 3388 aminoácidos (Rodenhuis et al. 2010; Zhang et al. 2004; 

Bressanelli et al. 2004; Zhang et al. 2003) la cual por la presencia de un péptido 

señal es traslocada a la membrana del RE (retículo endoplasmatico)  donde es 

procesada por proteasas virales y celulares para dar origen a las 10 proteínas 

virales maduras.  Una vez que hay suficiente proteína viral, el RNA de polaridad 

positiva se copia a un RNA de polaridad negativa el cual a su vez se replica para 
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generar muchas moléculas de RNA de polaridad positiva.  La proteína C 

empaqueta el RNAv (RNA viral)  recién sintetizado para dar origen a la nucleo-

cápside que, sigue su viaje a través de la vía secretoria  del  RE en donde 

adquiere la envoltura y a las proteínas estructurales prM y E. Interesantemente, 

cuando el virión inmaduro llega a la red del trans-Golgi encuentra nuevamente un 

pH ácido (5.8-6.0) y la actividad de la furina, la cual procesa la proteína precursora 

de la proteína M (prM).  Este procesamiento de prM lleva a la formación de virus 

maduros que son capaces de infectar las células vecinas (Stiasny y Heinz 2006; 

Rodenhuis et al. 2010). 

 

1.2 ANTECEDENTES PARTICULARES  

1.2.1. Factores celulares involucrados en la replicación de DENV 

Dada la austeridad genética de los virus, estos requieren no solo de proteínas 

virales sino también de factores y estructuras celulares para unirse, entrar, 

traducirse, replicarse y ensamblarse dentro de la célula a la que infectan. Estos 

factores y estructuras celulares pueden participar en el ciclo replicativo viral 

realizando la función que normalmente realizan en la célula o bien, desempeñar 

una nueva función y con ello favorecer o bloquear algún paso en el ciclo viral 

(Yang et al. 2009). A nivel de entrada  se ha descrito que DENV entra a la célula 

por endocitosis mediada por clatrina, por tanto, moléculas como clatrina, 

componentes de endosomas tempranos y tardíos, moléculas como Rab5, Rab7 y 

la ATPasa vacuolar al igual que componentes del citoesqueleto como actina y 

tubulina son necesarios para la internalización (Duan et al. 2008; Krishnan et al. 

2007).  La necesidad de estos componentes ha sido confirmada mediante un 

screening por silenciamiento de genes celulares (Yamasaki et al. 2007).  En los 

últimos años, ha crecido el interés de diversos grupos de investigación por 

conocer algunos de los elementos celulares que favorecen la replicación de 

diversos virus. Por ejemplo, Rotwell y colaboradores en el 2009 describió que 

distintos siRNA dirigidos contra enzimas implicadas en la síntesis de colesterol, 

inhibían la replicación viral, sugiriendo que el colesterol era necesario para este 
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proceso (Rothwell et al. 2009). Otros autores, usando estrategias diferentes al 

silenciamiento y más bien basados en el uso de fármacos que inhiben síntesis de 

colesterol o la formación de microdominios membranales también encontraron que 

la presencia de colesterol es importante en la entrada y la replicación 

viral(Ceballos-Olvera et al. 2010; Rothwell et al. 2009).  

Se sabe que los rafts lipídicos microdominios membranales ricos en colesterol y 

esfingolípidos que son capaces de incorporar o excluir proteínas de manera 

selectiva en la membrana celular en eventos celulares, como: traducción de 

señales, endocitosis, transcitosis y homeostasis del colesterol, son usados durante 

el ciclo replicativo de DENV. Otros virus como el virus de  la inmunodeficiencia 

humana (HIV) y virus Epstein-Bar  también explotan su asociación con los rafts 

lipídicos en la entrada a la célula blanco o para  evadir  la respuesta inmune 

(Noisakran, Dechtawewat, et al. 2008). También a nivel de citoesqueleto se ha 

visto que la interacción con el virus induce rearreglos del citoesqueleto que 

involucran la participación de pequeñas GTPasas como Rac-1 (Wang et al. 2010).  

Otra proteína que se encuentra sobre-expresada en células endoteliales 

expuestas a DENV,  es la proteína X que interactúa con el gen 2 relacionado a la 

apoptosis. Esta proteína se encuentra relacionada con el proceso de endocitosis 

mediada por receptor y en el metabolismo celular, por tanto podría participar en la 

entrada viral (Pattanakitsakul et al. 2010).  En  estudios en donde se emplea 

siRNA y proteomica se han identificado factores celulares que son importantes en 

el proceso replicativo viral. Uno de ellos es el sistema ubiquitin-proteasoma (USP) 

el cual se le ha relacionado en el proceso de replicación viral  ya que el 

silenciamiento reduce de manera significativa la producción de partículas virales 

en algunos flavivirus como DENV, WNV y YFV. Para el caso de otros virus  como 

en Citomegalovirus, herpes virus y virus Epstein Barr evaden la respuesta inmune 

del huésped alterando el procesamiento de las moléculas del MHC a través del 

proteasoma, otro ejemplo es Papiloma virus ya que la proteína E6 se asocia a la 

ubiquitin-ligasa para favorecer la degradación de p53 y prevenir la apoptosis (Nag 

y Finley 2012). 
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Otra manera de buscar factores que participan en la replicación viral ha sido 

estudiar los cambios diferenciales en la expresión de proteínas celulares cuando 

las células son  expuestas al virus. Una de las proteínas identificadas en la 

infección por DENV es  la ribonucleoproteína  heterogena nuclear A (hnRNPA), la 

cual tiene un papel importante en el procesamiento del RNA, incluyendo 

regulación de la traducción, poliadenilación, splicing del RNAm y en la 

homeostasis celular (Kanlaya et al. 2010).  

Recientemente también se ha descrito que la proteína heterogéneo nuclear K 

pudiera estar participando en el ciclo replicativo de DENV debido a que está 

proteína es capaz de salir del núcleo en las células infectadas mientras que en las 

células no infectadas se mantiene en el núcleo (Brunetti, Scolaro, y Castilla 

2015a). Adicionalmente, K.P. Mishra y cols en el 2011 identificaron la sobre 

expresión de 2 proteínas en los extractos de células infectadas. Al hacer la 

identificación por espectrometría de masas encontraron a un miembro más de la 

familia de hnRNP en la forma H (hnRNP-H) además también se identificó a la 

proteína disulfuro isomerasa (PDIA3) la cual es una proteína residente del retículo 

endoplasmico cuya función de chaperona permite el correcto plegamiento de las 

proteínas celulares. Está proteína ya había sido identificada que se une al RNA de 

polaridad negativa sugiriendo que estas proteínas pueden ayudar a la 

multiplicación de DENV (Agis-Juárez et al. 2009). 

En el 2010 Rattiyaporn y cols., reportaron la interacción de vimetina con hnRNps 

en células infectadas con DENV-2. La vimetina es un componente de los 

filamentos intermedios involucrados en la regulación de la forma celular, 

migración, tráfico vesicular y mitosis.  Se sabe que DENV aumenta la expresión de  

vimetina al igual que de la hnRNPs, por tanto, podría pensarse que tienen un 

papel en la replicación viral, sin embargo, el papel que juegan estas dos proteínas 

en asociación con proteínas virales no es claro (Krishnan et al. 2007). Aunque 

existen diferentes estrategias para identificar proteínas y componentes celulares 

implicados en el ciclo replicativo viral, algunas de ellas, están más dirigidas a 

encontrar moléculas que participan directamente en la replicación del genoma. 
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Una de estas estrategias ha sido identificar proteínas que se unen al RNA viral. 

Esto debido a que en varios virus de RNA de cadena sencilla de polaridad (+), 

para llevar a cabo la replicación, requieren de algunos elementos estructurales  

localizados en las UTR 5’ y 3´ que interaccionan con proteínas virales y/o celulares 

(Yocupicio-Monroy et al. 2003; De Nova-Ocampo et al., 2002). En el caso de 

DENV, se ha descrito que el RNA viral de polaridad positiva  interacciona con la 

proteína  La, la proteína de unión al tracto de polirimidina (PTB), el factor de 

alargamiento 1-α (EF-1α), la proteína de unión a la caja Y (YB-1), la proteína 

heterogena nuclear (hnRNPs), la proteína de unión poli(A) (PABP), la proteína 

disulfuro isomerasa (PDI) y la proteína calreticulina. Aunque la función específica 

de estas proteínas celulares en el proceso infeccioso no es claro, si se sabe que 

YB-1 y La son modulares negativos, mientras PTB es un modulador positivo (Agis-

Juárez et al. 2009).  La función del factor EF-1α no se ha descrito para DENV, pero 

si para el virus del Oeste del Nilo (WNV) en donde se une a la 3’UTR, 

favoreciendo la replicación viral, como ocurre con el virus de la estomatitis 

vesicular (Blackwell y Brinton 1997). 

Otra forma de identificar factores celulares importantes en la replicación viral, es 

analizando la interacción de proteínas virales con proteínas o componentes 

celulares. Por ejemplo, la  proteína E, principal componente de la superficie viral, 

interacciona directamente con proteínas células chaperonas como Hsp90, Hsp70, 

Grp78 o con receptores como el de laminina y lectinas de manosa y DC-SIGN 

durante la entrada viral (Chavez-Salinas et al. 2008; Wati et al. 2009; Thepparit y 

Smith 2004; Sakoonwatanyoo et al. 2006) y con chaperonas residentes del RE 

como proteína de unión (BiP), calreticulina y calnexina para la producción de 

partículas virales infecciosas (Limjindaporn et al. 2009). Por otro lado, se sabe que 

en el proceso de replicación y morfogénesis viral la proteína C debe asociarse al 

RNA. La proteína C se asocia a unos organelos derivados del RE conocidos como 

lipid droplets  (gotitas de grasa), los cuales contienen una envoltura de lípidos 

neutrales envueltos por una capa de fosfolípidos y poseen contenido variable de 

proteínas. La asociación de la proteína C a las lipid droplets es indispensable en la 

morfogénesis de DENV (Colpitts et al. 2011). 
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De manera paralela, también se  ha estudiado  la proteomica en células de  

mosquitos con el objetivo de encontrar posibles blancos terapéuticos o hacer 

modificaciones genéticas para bloquear la infección por DENV en el mosquito 

(Guo et al. 2010).  Por espectrometría de masas identificaron a una proteína tipo 

tubulina de 45 kDa la cual es capaz de interaccionar con componentes virales 

sugiriendo que pudiera tener un papel importante en el ensamble y transporte del 

virion a medio extracelular (Chee y AbuBakar 2004). Mediante bioinformatica se 

identificaron 283 factores de susceptbilidad y 22 de resistencia a la infección por 

WNV. El silenciamiento dirigido contra los factores requeridos por WNV también 

afecta la infección por DENV sugiriendo que tienen como blanco proteínas  en 

común del huésped para ser usadas a su favor, aunque estos causen cuadros 

clínicos completamente diferentes (Guo et al. 2010; Koonin 1993; Koonin 1991). 

1.2.2 Asociación de proteínas celulares con la proteína viral  NS1 

La glicoproteína no estructural NS1, cuyo peso molecular es de 45 a 55 kDa 

dependiendo del grado de glicosilación, es una proteína multifuncional pues se ha 

implicado en la formación de los complejos de replicación del RNA viral por su 

localización en la región perinuclear del RE, además de que se encuentra 

dimerizada anclada en la membrana celular en la superficie de la célula, en donde 

al parecer participa en la evasión de la respuesta inmune del huésped. La proteína 

también es secretada como un hexámero. A pesar de que no es clara su 

participación extracelular se sugieren que es secretada con la finalidad de fijar 

complemento. Recientemente se ha descrito que la proteína NS1 hexamérica 

posee características y composición muy parecidas a la que presenta la  

lipoproteína  de alta densidad HDL (por sus siglas en ingles High density 

lipoprotein) (Gutsche et al. 2011; Clyde et al. 2006).  

Debido a la presencia en distintos compartimentos celulares y a la capacidad de 

ser secretada y a la habilidad para unir complemento, se cree que esta proteína es 

importante en el proceso infeccioso y patológico de DENV. Al respecto, Jia-En 

Chua et al. 2005 proponen que la proteína NS1 es la responsable de disparar los 

niveles de TNF-α en células dendríticas, la cual es una citosina importante en los 
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procesos inflamatorios y en la apertura de las uniones estrechas. Esta apertura 

estaría directamente relacionada con la fuga plasmática, característica del DHF. 

Los tiempos de secreción de NS1 también coinciden con la viremia, y no solo eso, 

sino que pacientes con DHF tienen una mayor cantidad de NS1 en suero que 

pacientes con DF, apoyando aún más su papel en la patogenia de la enfermedad 

(Chua et al. 2005). 

En estudios resientes se observó que la proteína NS1 tiene dos sitios importantes 

de glicosilación en la posición Asn130 y Asn207 los cuales son requeridas para 

una eficiente secreción de la proteína en las células infectadas. Estos sitios son 

conservados en los cuatro serotipos por  lo que se ha sugerido la posibilidad de la 

glicosilación sea importante en la potogenesis de la enfermedad. Más aún estos 

sitios de glicosilación también son requeridos en la replicación viral  (Rozen-

Gagnon et al. 2012; Tajima et al. 2008).  La glicosilación en el sitio Asn130 es 

indispensable para el ciclo replicativo viral, pues si se inducen mutaciones en este 

sitio la producción viral se reduce considerablemente en células BHK-21 y C6/36 

(Pryor y Wright 1994).  

A pesar del gran interés que ha despertado el estudio de NS1, aún hay aspectos 

por descifrar. Uno de ellos, es que dirige a la proteína a los distintos destinos y a 

que estructuras se asocia. Noisakran (2008) encontraron que la proteína NS1 de 

DENV se asociaba con los rafts lipidicos durante la infección viral y no solo eso, 

sino que además co-localiza con proteínas que se sabe que se anclan a rafts 

lípidos (CD-55). Sin embargo, en células transfectadas con la proteína NS1 de  

DENV-2, observan que solo una pequeña proporción de NS1 se asocia a rafts, 

sugiriendo que hay elementos ajenos a la proteína que inducen su localización en 

rafts (Dechtawewat et al. 2008).  

En ese mismo orden de ideas, Poh et al. (2012) sugieren que el colesterol y ácidos 

grasos tienen efecto en la replicación ya que ambos lípidos son requeridos para 

generar estructuras membranosas las cuales son necesarias para mantener la 

integridad de los complejos replicativos (Poh et al. 2012).  
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Una forma de poder conocer algunas de las funciones de NS1, sería conociendo 

las proteínas a las que se asocia en los distintos compartimentos celulares, en 

distintos momentos de la infección. 

Algunos estudios proponen que la forma intracelular participa principalmente en el 

proceso de replicación y maduración viral ya que se sabe que está proteína es 

capaz de colocalizar con el RNAdc (RNA de doble cadena) (Heaton et al. 2010).  

Noisakran et al. (2008) por co-inmuprecipitacion y espectrometría de masas aisló e 

identifico proteínas  de la familia de las ribonucleoproteinas heterogeneonucleares 

que interaccionan con NS1 específicamente las isoformas C1/C2 (hnRNP C1/C2) 

las cuales son importantes en el procesamiento del RNAm en el ciclo celular 

manteniendo la homeostasis. Con este hallazgo proponen  que la proteína NS1 

intracelular se  asocia con proteínas celulares para favorecer el tráfico de 

proteínas y promover el mico-ambiente favorable para llevar a cabo el proceso de 

replicación viral (Noisakran et al. 2008).  

Chua et al. (2005),  por sistema de doble hibrido identificaron que la proteína NS1 

era capaz de interaccionar con la proteína STAT-3 la cual es importante en la vía 

de señalización para la producción de citocinas pro-inflamatorias. Por otro lado, 

Kurosu et al. (2007)  mediante cromatografía de afinidad aislaron una proteína 

presente en suero de pacientes infectados con dengue y mediante espectrometría 

de masas identificó que se trataba de la lipoproteína clusterina la cual 

interesantemente se sabe que evita que se lleve el complejo de ataque a la 

membrana a través del complemento, por lo cual apoya la idea que el proteína 

NS1 es uno de los tantos agentes causales de la fuga de plasma en los pacientes 

que presentan FHD. A este respecto, reciente se ha identificado que está proteína 

es capaz de interaccionar con factores de coagulación pudiendo alterar las vías de 

activación de la cascada de coagulación. Lin et al. (2011), empleando 

cromatografía de afinidad y espectrometría de masas identificaron que la proteína 

NS1 se asocia con protombina y  trombina en suero de pacientes infectados con 

DENV además también demostraron que la proteína NS1 inhibe la actividad del 

factor Xa el cual es el encargado de activar la protombina en trombina y dar inicio 



13 
 

la cascada de coagulación, lo que sugiere que en el plasma de pacientes 

infectados NS1 puede tener este efecto causando el FDH (Lin et al. 2012). 

1.2.3 Asociación de proteínas celulares con la proteína viral  NS5  

En los últimos años gran cantidad  de evidencia indica que la replicación de los 

Flavivirus  ocurre en la región perinuclear en asociación con el RE. La enzima 

central en el proceso de replicación de DENV es la RNA polimerasa dependiente 

de RNA o NS5, la cual tiene peso molecular de 105 kDa y consta de 900 

aminoácidos (Malet et al. 2008; Mosso et al. 2008; Chua et al. 2005).  Esta 

proteína tiene tres dominios, el de RNA polimerasa,  metiltransferasa y 

guanililtransferasa,  necesarios para la síntesis de las nuevas cadenas de RNA y 

la adición de la estructura  “cap” tipo I respectivamente. A pesar de lo que podría 

esperarse de la proteína NS5, ésta se une a la 5’UTR y no a la 3’UTR, que es el 

sitio en donde la síntesis de RNA debe comenzar.  Esto no afecta la eficiencia del 

proceso pues debido a que el RNA genómico debe circularizarse para poderse 

replicar, los extremos 5’ y 3’UTR se encuentran adyacentes, así la polimerasa al 

unirse al extremo 5’UTR solo deberá moverse al extremo 3’ adyacente a su sitio 

de unión (Gebhard et al. 2011).  Un hecho que llama la atención de ésta proteína 

es que a pesar de que las dos funciones principales de síntesis de RNA y de 

adición de “cap”, deben realizarse en el RE, ésta se localiza en gran cantidad en el 

núcleo de las células infectadas. A este respecto, Pryor et al. 2007 encontraron 

secuencias de localización nuclear presentes en la región del interdomino de la 

NS5 de DENV-2, las cuales  son indispensables para el transporte de la proteína 

NS5 al núcleo. El transporte de NS5 al núcleo se lleva a cabo a través de la 

importina αβ, en donde ambas α y β son importantes pero solo la α es 

indispensable. Curiosamente, cuando se hicieron mutaciones en el agrupamiento 

de lisinas presentes en el sitio de unión de la importina αβ, se observó disminución 

drástica en la producción de partículas virales  infectivas, sugiriendo que la 

presencia de NS5 en el núcleo es importante durante la replicación viral o bien que 

las mutaciones generadas afectan la actividad de polimerasa o metil-transferasa. 
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Alternativamente, la región rica en lisinas de NS5 puede tener un papel en la 

morfogénesis viral (Pryor et al. 2007) .   

Por otro lado, también se ha logrado identificar que la exportina utilizada por NS5 

para salir del núcleo, es la exportina CRM1 por (Rawlinson et al. 2009). La 

inhibición de CRM1 durante la infección por DEN-2 conduce a un incremento de 

NS5 en el núcleo y con ello una reducción en la inducción de IL-8 aumentando la 

producción viral. Este hecho nuevamente apunta a que durante la estancia en el 

núcleo de NS5, ésta modula de manera directa o indirecta la expresión de 

interleucinas como IL-8. En  este sentido, no se sabe si NS5 pudiera actuar como 

factor de transcripción o bien activar el funcionamiento de alguno (Rawlinson et al. 

2009). 

También se le ha relacionado a la proteína NS5 con la evasión del sistema inmune 

alterando la vía Jack/STAT. Ashour et al. (2009) describe que la polimerasa viral 

es antagonista del INF  ya que se asocia de manera directa o indirecta a STAT-2 y 

está asociación conlleva a la degradación de STAT-2 vía proteasomas (Duan et al. 

2008) . 

Con todos lo antes descrito, es evidente que proteínas virales como NS1 y NS5 

juegan un papel central en la infección con DENV; sin embargo, la manera en la 

que estas proteínas participan en el ciclo replicativo viral aún no se entiende 

completamente. Por ello, una manera de dilucidar algunas de las funciones de 

ambas proteínas es conocer con que proteínas celulares y virales interactúan y en 

que compartimento celular se localizan a los distintos tiempos de infección. Las 

proteínas o componentes celulares con los que interactúen NS5 y NS1 

seguramente serán elementos de susceptibilidad o resistencia a la infección por 

DENV. Finalmente, reportes recientes sugieren que la proteína NS5 se ancla a la 

membrana plasmática, lo cual es un evento desconocido hasta ahora pues solo 

era clara su presencia en el citoplasma y en el núcleo de las células infectadas a 

partir de las 12 horas p.i. 
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II.   JUSTIFICACIÓN 

 

DENV es el agente causal de la enfermedad transmitida por mosquitos más 

importante en el mundo. Hasta el momento, no existe vacuna ni tratamiento anti-

viral específico, por lo tanto el conocer las proteínas y componentes celulares que 

se requieren para la replicación viral, permitirá la comprensión de uno de los pasos 

más importantes en el ciclo replicativo viral.  

 Debido a que las proteínas virales NS1 y NS5 son componentes 

importantes del complejo replicativo viral, el identificar y caracterizar  proteínas 

celulares que se unen a ellas, nos permitirá conocer factores de susceptibilidad o 

resistencia a la infección por DENV. Esta información nos permitirá ayudará a 

entender procesos más complejos como patogénesis, virulencia y tropismo viral.  
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III. HIPÓTESIS  

Las proteínas NS1 y NS5 de DENV interaccionan con factores celulares 

importantes para el ciclo replicativo viral.  

 

 

 

IV. OBJETIVO GENERAL 

Identificar proteínas celulares que interaccionan con las proteínas virales 

NS1 y NS5 del virus del dengue y determinar la función que desempeñan en el 

ciclo replicativo viral en células Huh7. 

 

 

V. OBJETIVOS PARTICULARES 

 Aislar e identificar proteínas celulares que interaccionan con NS1 y NS5.  

 Analizar la expresión y localización de algunas de las proteínas 

identificadas en la infección por DENV. 

 Evaluar el comportamiento viral al silenciar algunas de las proteínas 

celulares identificadas. 
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VI.    MATERIALES  Y MÉTODOS 

6.1 Propagación del virus y cultivos celulares  

El virus dengue serotipos 4 y 2 (DENV 4 y DENV 2)  cepas H241 y 16681 

respectivamente fueron propagados  en ratones CD-1 lactantes, los cuales se 

infectaron por vía intracraneal por un periodo de 4 a 5 días post-infección, el 

cerebro del ratón fue homogeneizado y clarificado por centrifugación y filtrado en 

una membrana de 0.22µM. El virus presente en el lisado celular fue titulado por 

ensayo de plaqueo en células BHK-21. 

 Adicionalmente DENV 2 fue propagado en células C6/36 HT,  las cuales se 

cultivaron en frascos de 75 cm2 a una confluencia del 70% (60 millones de células) 

en presencia de medio MEM (minimun essential medium), suplementado con 7% 

de suero fetal bovino, vitaminas, penicilina (50,000 U/ml) y estreptomicina 

(50mg/ml) a una  temperatura de 34°C en ausencia de CO2. La infección se 

permitió por 7 días o hasta observar un efecto citopático marcado. Las células 

infectadas fueron lisadas por el método de  congelación-descongelación, el 

sobrenadante se clarificó por centrifugación (6000 rpm por 20 min) y fue filtrado en 

membrana de 0.22µM. El virus presente fue titulado por ensayo de plaqueo.  

La línea celular  Huh-7 (células de hepatocarcinoma humano) fueron crecidas  en 

medio Advanced MEMD (Gibco) adicionado con glutamina (200 mM), suero fetal 

bovino al 7% (certificado marca Gibco),  penicilina (50,000 U/ml), estreptomicina 

(5mg/ml) y fungisona (2.5 µg/mL)  a 37°C en atmosfera de CO2 al 5%. 

6.1.1 Ensayo de plaqueo titulación por placa lítica en células BHK-21 (Baby 

Hámster Kidney) 

Para cuantificar la cantidad de unidades formadoras de placa que hay  por mililitro 

de extracto de cerebro o de sobrenadante de células C6/36HT  se usó ensayos de 

placas líticas en células de riñón de hámster (BHK-21). Las células BHK-21 fueron 

despegadas con solución de tripsina-EDTA al 0.1% y fueron sembradas en  placas 

de 24 pozos al 10% de densidad con medio MEM (esencial mínimo) adicionando 

con bicarbonato de sodio, penicilina (50,000 U/ml) / estreptomicina (50 U/ml) y 
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suero fetal bovino al 7%. Las células se dejaron crecer a 37°C en presencia de 5% 

de CO2. Cuando las células alcanzaron confluencia del 80 - 90% fueron infectadas 

con los extractos de cerebro o sobrenadante de células C6/36HT en diluciones 

seriadas en base diez en medio Hanks suplementado con 1% de SFB y 

antibióticos. Retirando el medio de los pozos, se añadió 200 µl de cada una de las 

diluciones y la infección de las células se permitió por 1 hora a 37°C y CO2 al 5%. 

Al término de este periodo de incubación, se añadió 1 ml de medio MEM  2X con 

carboximetilcelulosa al 0.8%, suplementado con suero fetal bovino al 7% (SFB) y 

antibióticos (ampicilina y estreptomicina). Las células se incubaron por 5 días a 

37°C y CO2 al 5%. Trascurrido el tiempo, las células fueron teñidas con un 

colorante vital naftol blue - black (20% de acetona, 3% de ácido tricloroacético, 1% 

de naftol blue - black) por 15 min a temperatura ambiente en agitación suave. El 

colorante se lavó con agua corriente y se contaron las placas líticas. El titulo viral 

se obtuvo multiplicando el promedio de las placas contadas por el factor de 

dilución a la cual se realizó el conteo expresando en unidades formadoras de 

placas por mililitro (UFP/ml). 

6.2 Preparación de extractos proteicos citoplasmáticos enriquecidos con 

membranas 

 

Se usaron 20 placas  p100 de células Huh-7 a una confluencia del 70% (7 millones 

de células aproximadamente) las células fueron infectadas con DENV 2 a una 

multiplicidad de infección de 3 (MOI 3) la infección se permitió por 2 hrs a 37 °C 

con atmosfera de CO2 al 5%, luego se cosecharon a las 24 hpi, se prepararon los 

extractos; para ello, primero se lavaron las células con 2 ml de  PBS 1X frío, una  

vez retirado el PBS de lavado, se agregó 1 ml por placa del buffer de despegado 

(Tris HCI 40 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM). Las células se recolectaron 

con el gendarme y fueron centrifugadas a 3000 rpm por 5 min a 4°C., Lla pastilla 

se lavó 2 veces con 1 ml la solución amortiguadora A (HEPES 10 mM a pH 7.9, 

MgCl2 1.5 mM, KCl 10 mM). Se retiró el sobrenadante para re-suspender la 

pastilla en 1 volumen (aproximado de  100 o 200 µl) de la solución A más 20 µl de 

cocktail inhibidor de proteasas libre de EDTA, DTT o EGTA (Roche).  
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L  las células fueron   homogenizadas  a 4°C, el lisado celular fue centrifugado a 

10000 rpm a 4° C por 30 min y el sobrenadante correspondióe a la fracción del 

citoplasma mientras que , la pastilla obtenida se lavó 3 veces adicionando 500 µl 

de Buffer D (20 mM TRIS, pH 7.8, 5 mM MgCl2, 320 mM KCl, 0.2mM EGTA, 0.5 

mM DTT y 2mM ZnCl2) y se centrifugó a 2500 rpm a 4° C por 3 min. La pastilla  

fue lavada y re-suspendida con 300 µl de Buffer D e incubado 20 min en hielo. 

Pasado este tiempo, se re-suspendió esta la fracción rica en proteínas de 

membrana, la cual al igual que con la fracción  citoplasmática, se sometió a 

cuantificación de proteínasfue cuantificada por el método de BCA (thermo 

scientific) y se guardó a -70°C hasta su uso. 

 

6.2.1 Preparación de extractos proteicos nucleares 

 

Para la preparación de extractos nucleares se usaron 20 placas p100 de células 

Huh-7 a una confluencia del 70% (7 millones de células), las células fueron 

infectadas con DENV 4 a una MOI 3, la infección se permitió por 24 horas. P, 

pasado el tiempo post-infección, las células se lavaron con 2 ml de PBS 1X. A 

continuación, se retiró todo el PBS de lavado y se agregó 1 ml por placa de buffer 

de despegado (Tris HCI 40 mM pH 7.5, EDTA 1mM, NaCl 150 mM) se 

recolectaron,  las células se colectaron  con un gendarme. Las células se 

centrifugaron a 3000 rpm por 5 min a 4°C. Después, la pastilla se lavó dos veces 

con 1 ml de solución amortiguadora A (HEPES 10 mM a pH 7.9, MgCl2 1.5 mM, 

KCl 10 mM). Se retiró el sobrenadante y la pastilla fue re-suspendida en 1 

volumen (aproximado de 100 o 200 µl) de la solución A más 20 µl de cocktail 

inhibidor de proteasas libre de EDTA, DTT o EGTA. Las células se lisaron a 4°C 

con ayuda de un homogeneizador. La mezcla se centrifugó a 10000 rmpm a 4°C 

por 30 min y la proteína presente en el sobrenadante correspondiente a la fracción 

del citoplasma se cuantificó la cantidad de proteína por el método de BCA y se 

guardó a -70°C hasta su uso. La pastilla obtenida anteriormente se lavó 1 vez con 

500 µl de buffer C (10 mM de TRIS pH 7.8, 5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.3 mM 

EGTA, 0.5 mM DTT, 0.3 M sucrosa, 10 mM B-glicerol fosfato y 2 mM de ZnCl2) se 
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centrifugó a 2500 rpm por 3 min a 4°C. La pastilla recuperada se re-suspendió en 

300 µl de buffer D (20 mM TRIS, pH 7.8, 5 mM MgCl2, 320 mM KCl, 0.2mM EGTA, 

0.5 mM DTT y 2mM ZnCl2) más 10 µl de cocktail inhibidor de proteasas libre de 

EDTA, DTT o EGTA. La mezcla se incubóo 15 min en hielo y posteriormente se 

sonicó por 10 seg al 100%. La mezcla fue centrifugada por 15 min a 13000 rpm a 

4°C y la proteína presente en el sobrenadante,  correspondientee a la fracción 

nuclear, esta fracción fue  cuantificada por el método de BCA y se guardó a -70°C 

hasta su uso. 

6.3  Preparación de bacterias E. coli DH5 competentes 

 

Bacterias  E. coli (DH5-) fueron crecidas en medio líquido (Luria Broth) a una 

temperatura de  37C en agitación constante toda la noche. El  inóculo fue diluido 

al 1% en medio fresco, las bacterias se dejaron  crecer a 37C en agitación 

constante hasta alcanzar una OD600 de 0.6 (fase logarítmica tardía). Las bacterias 

fueron centrifugadas  a 4000 rpm a 4ºC durante 15 min, el sobrenadante se retiró 

por decantación y la pastilla se re-suspendió con 8 ml de FSB (Frozen Storage 

Buffer, KCl 100 mM, CaCl2-2H2O 50 mM, CH3CO2K 1M pH 7.5 y glicerol 10%) , se 

incubando la mezclaron por 15 min a 4ºC. A continuación, las bacterias fueron 

centrifugadas a 2000 rpm durante 15 min a 4ºC, posteriormente se añadieron 70 μl  

de DMSO (dimetilsulfóxido). Después se añadieron de nuevo 70 μl de DMSO, se 

re-suspendieron  e incubaron 15 min a 4ºC. Finalmente, se congelarón con 

nitrógeno líquido en alícuotas de 50 µL por tubo estas y se guardaron a -70ºC 

hasta su uso. 

6.3.1 Transformación de bacterias E. coli DH5 y BL-21* competentes por 

choque térmico  

Se tomaron 50 l de bacterias competentes y se descongelarono en hielo, a 

continuación se adicionó 1 l de la construcción y se incubó por 15 min en hielo, 

pasando rápidamente al termoblock para ser  incubado a 42ºC por  30 seg. 

Después se incubó de nuevo en hielo por 3 min. Se le adicionaron 600 µl de medio 
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LB permitiendo la recuperación de las bacterias por 1 hora a 37 ºC con agitación 

suave. La suspensión bacteriana se espatuló en una placa de Agar-LB con 

ampicilina (100 mg/ml) y se incubó a 37ºC toda la noche. Una colonia fue 

seleccionada y se cultivó en medio LB líquido con ampicilina (100 mg/ml), se tomó 

una alícuota de este cultivo para realizar una dilución en 1:10 con medio LB fresco 

con ampicilina (100mg/ml). L  las bacterias fueron crecidas toda la noche a 37°C 

en agitación constante. A continuación, pasado el tiempo las bacterias fueron 

centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos, el sobrenadante fue retirado por 

decantación y, la pastilla fue congelada a -20°C para purificar  plásmido por lisis 

alcalina. 

6.3.2 purificación del plásmido pProExb-NS1 por lisis alcalina 

La pastilla anterior fue re-suspendida en buffer GTE (50mM de glucosa, 25 mM de 

TRIS pH 8.0, 10 mM de EDTA) fue incubada a temperatura ambiente por 5 min, 

después se le adicionaron 200 µl de solución NaOH/SDS (0.2 N de NaOH, 1% 

SDS) la suspensión fue mezclada gentilmente y después se incubó en hielo por 5 

min. Pasado el tiempo se le adiciono 150 µl de acetato de potasio 5M  pH 4.8 se 

agitó rápidamente por 2 segundos y después se incubó en hielo por 5 min, se 

eliminó el DNA cromosomal y basura celular mediante centrifugación spin por 3 

min, el sobrenadante fue transferido a otro tubo para ser mezclado con etanol al 

95% para precipitar los ácidos nucleicos por 2 minutos a temperatura ambiente, se 

le realizó un spin de 1 min a temperatura ambiente (el pellet es el DNA plasmidico) 

este fue re-suspendido con 1 ml de etanol al 70% . Finalmente, el pellet fue re-

suspendido en buffer TE (TRIS/EDTA)  la pastilla fue guardada a -20°C hasta su 

utilización. 

6.4 Expresión de la proteína NS1 recombinante 

Para tener una cantidad suficiente de proteína NS1 recombinante y realizar los  

ensayos de cromatografía de afinidad, bacterias BL-21* transformadas por  

choque térmico con el plásmido recombinante p-ProEx-NS1  fueron crecidas en 

una placa agar-LB con 100 mg/ml de  ampicilina  toda la noche a 37°C. P pasado 
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el tiempo, una colonia fue seleccionada y se creció en 10 ml de  medio LB líquido 

a  37°C toda la noche en agitación constante. A continuación, pasado este periodo 

de incubación se tomaron los 10 ml del cultivo y se diluyeron en 1 litro de medio 

LB fresco (medio Luria Broth, 1 ml de ampicilina y 30 ml de glucosa 1M)  y se 

incubaron a  37°C con agitación constante hasta que el crecimiento alcance una 

OD600 (densidad óptica) de 0.60 - 0.8. El medio fue retirado por centrifugación a 

3000 rpm por 20 min a 4°C, la pastilla fue re-suspendida en 1 litro de medio LB y 

100 mg/ml de ampicilina,  a continuación se realizó la inducción de la proteína NS1 

con 500 µl de IPTG 1M (Isopropil-β tio-galactósido), por 20 horas a 37°C. 

Finalizada la inducción, las bacterias fueron centrifugadas a 8500 rpm a 4°C por 

25 min  y la pastilla fue congelada a -20°C hasta su uso. Después, , la pastilla fue 

descongelada a temperatura ambiente, se le adicionaron 5 ml de buffer de lisis 

bacteriana (50mM de TRIS pH 8.0, 300 Mm de NaCl, glicerol al 10% y Triton X-

100 al 0.1 %) acompañado de una pizca de lisosima y  500 µl del  cocktail inhibidor 

de proteasas libre de EGTA, DTT, EDTA. La mezcla se dejó en reposo 60 min en 

hielo para después soónicarla por 10 segundos  en On / 10 segundos en Off por 3 

min. Finalmente, la mezcla se centrifugó a 6000 rpm a 4°C por 45 min. El 

sobrenadante se separó para adicionarle 500 µl del cocktail  inhibidor de proteasas 

y la pastilla se guardó a -20°C. 

La presencia de la proteína fue verificada mediante ensayos de Western blot 

utilizando dos anticuerpos: antiα-NS1 y anti α-His. 

6.4.1 Expresión de la proteína NS5 recombinante  

La clonación y expresión en bacteria de la proteína viral NS5 de DENV-4 se 

mandó  a hacer a los laboratorios GenScript en New Jersey, USA. La proteína que 

nos enviaron se obtuvo a partir de 1 litro de medio de cultivo LB, la cual fue 

purificada por afinidad a partir de cuerpos de inclusión. Tiene una concentración 

final de 0.378 mg/ml y una pureza del 80%. Esta proteína se conserva a -70°C en 

un buffer a pH 8.0 el cual contiene 20 mM de PB, glicerol al 5% y 150 mM de 

NaCl. 
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6.4.2 Purificación y acoplamiento de la proteína NS1 recombinante a una 

columna de afinidad 

 El sobrenadante bacteriano obtenido de bacterias inducidas se puso a 

interaccionar con 500 µl de la resina TALON (resina de afinidad a metal, TALON 

clontech) previamente lavada con agua destilada estéril y equilibrada con buffer de 

lisis bacteriana, la interacción se permitió toda la noche a 4°C con agitación suave. 

La resina se recuperó por centrifugación a 1500 rpm durante 5 min  a 4°C, la 

resina se lavó 5 veces con buffer A (50 mM de TRIS, 500mM de NaCl, Triton X-

100 al 0.1%, Glicerol al 10% y etanol al 10%) y 7 veces con buffer A e imidazol a 

las siguientes concentraciones: 5 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM, 250 mM, 300 

mM y 350 mM. Una vez que fueron  eliminadas todas la interacciones 

inespecíficas, la resina se corrió  en un gel SDS-PAGE al 7.5% el cualel gel fue 

teñido con azul brillante de Coomassie (R250, Bio-Rad). L, la presencia de la 

proteína fue evaluada mediante ensayos de Western blot utilizando anticuerpos 

específicos contra esta. Como control negativo utilizamos el mismo volumen de 

resina incubada con extracto de bacterias transformadas con el plásmido (pProEx 

sin el inserto que codifica para la proteína NS1)., Eesta resina fue sometida al 

mismo tratamiento anteriormente descrito. 

6.4.3  Acoplamiento de la proteína NS5 recombinante a  la resina NiNTA 

 La proteína recombinante no estructural NS5, con una concentración de 0.378 

mg/ml, se puso a interaccionar con la resina NiNTA (Níquel-Nitriltriacetato agarosa 

al 50%). La resina fue previamente centrifugada a 2000 rpm a 4°C por 2 min para 

retirar el sobrenadante después se lavó 3 veces con 5 ml de agua destilada estéril. 

A continuación fue nuevamente recuperada por centrifugación a 3000 rpm a 4°C 

por 3 min, se equilibró 3 veces con 5 ml de buffer  para purificar proteínas de 

manera nativa 1X  (50 mM de NaH2PO4  pH 8.0 y 0.5 M NaCl) se puso a 

interactuar con 600 µl de la proteína NS5 recombinante, se dejó toda la noche a 

4°C con agitación suave. Posteriormente, se recuperó el sobrenadante y la resina 

a 3000 rpm a 4°C por 3 min.  
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6.5 Interacción de la proteína recombinante NS1 con el extracto 

citoplasmático enriquecido con proteínas de membrana 

Con el objetivo de eliminar interacciones inespecíficas de las proteínas celulares 

con la resina se tomaroan 500 µl de la resina TALON (sin proteína recombinante 

interaccionando), la resina fue lavada previamente 5 veces con agua destilada 

estéril y equilibrada con buffer de lisis,  después fue incubada con 2mg/ml de  

extractos citoplasmáticos enriquecidos con proteínas de membrana en buffer de 

interacción (TRIS-base 20 mM, NaCl 200 mM  e imidazol 20 mM). Lla interacción 

se permitió toda la noche a 4°C con agitación suave.  La resina y el extracto fueron 

recuperados  por centrifugación a 3000 rpm por 3 min a 4°C. En un tubo Falcon de 

15 ml se puso a interaccionar el extracto celular previamente recuperado con 500 

µl de la resina acoplada a la proteína NS1 recombinante, se le adicionó 5 

volúmenes de buffer de interacción (Tris base 20mM, NaCl 200 mM e imidazol 20 

mM) esta se permitióy se dejó toda la noche a 4°C con agitación suave. La resina 

fue recuperada por centrifugación y se sometió a 8 lavados con 5 volúmenes de 

buffer de lavado el cual contiene concentraciones crecientes de imidazol y NaCl  

disueltos en buffer A por 10 min (6 mM de imidazol y 250 mM de NaCl, 7.5 mM de 

imidazol y 250 mM de NaCl, 7.5 mM de imidazol y 300 mM de NaCl, 7.5 mM de 

imidazol y 350 mM de NaCl, 7.5 mM de imidazol y 400 mM de NaCl, 10 mM de 

imidazol y 450 mM de NaCl) después se realizaron dos eluciones con NaCl (0.5 M 

y 1 M ). Este procedimiento se realizó a ll a par para el control negativo (resina 

interaccionada con el sobrenadante de bacterias que no expresan NS1). El 

contenido de cada lavado fue recuperado para precipitar el contenido proteico con 

acetona. 

6.5  Interacción de la proteína recombinante NS5 con el extracto nuclear   

Se tomaron 500 µl de la resina NiNTA (sin proteína recombinante interaccionando)  

previamente lavada 3 veces  con agua destilada estéril y equilibrada con buffer 

para purificar proteínas de manera nativa 1X  (50 mM de NaH2PO4 pH 8.0 y 0.5 M 

NaCl). 2 mg/ml de extractos  nucleares se dejaron  interaccionando con el buffer 

de unión (50 mM de NaH2PO4 pH 8.0, 0.5 M NaCl y 10 mM de imidazol) toda la 



25 
 

noche a 4°C con agitación suave. Esto  evitó unión inespecífica de proteínas con 

la resina. L, la resina y el extracto fueron recuperados  por centrifugación a 3000 

rpm por 3 min a 4°C. En un tubo Falcon de 15 ml se pusieron  500 µl de la resina 

acoplada a la proteína NS5 recombinante, 2 mg/ml de extractos pre-aclarados se 

pusieron a  interaccionar con 5 volúmenes de buffer de interacción (50 mM de 

NaH2PO4 pH 8.0, 0.5 M NaCl y 10 mM de imidazol)., Lla interacción fue permitida  

toda la noche a 4°C con agitación suave. La resina fue recuperada por 

centrifugación a 3000 rpm por 5 min a 4°C, la resina fue sometida a 8 lavados con 

5 volúmenes de buffer de lavado el cual contiene concentraciones crecientes de 

imidazol y NaCl disuelto en buffer para  purificar proteínas de manera  nativa 1X 

por 10 min (6 mM de imidazol y 250 mM de NaCl, 7.5 mM de imidazol y 250 mM 

de NaCl, 7.5 mM de imidazol y 300 mM de NaCl, 7.5 mM de imidazol y 350 mM de 

NaCl, 7.5 mM de imidazol y 400 mM de NaCl, 10 mM de imidazol y 450 mM de 

NaCl,). A continuación,  después se realizaron dos eluciones con NaCl (0.5 M y 1 

M). El contenido de cada lavado se recuperó para precipitar las proteínas con 

acetona. 

6.5.1 Precipitación de proteínas con acetona 

Los lavados de las interacciones de las resinas acopladas a NS1 y NS5 con 

extractos citoplasmáticos y nucleares respectivamente fueron recuperados para 

precipitar el contenido proteico. A a cada condición se  le adicionaron al menos 3 

volúmenes de acetona fría y se dejaron incubando toda la noche a -20°C, la 

fracción proteica fue recupera por centrifugación a 6000 rpm por 20 min a 4°C 

mientras que, el sobrenadante fue eliminado por decantación. Los tubos fueron 

destapados para facilitar la evaporación de la acetona y poder trabajar con la 

pastilla, la cual fue re-suspendida en 40 µl de amortiguador isotónico para ser 

resuelto por SDS-PAGE al 7.5%. Eel gel  fue teñido con azul de Coomassie (Bio-

safe, BioRad). Las bandas visualizadas fueron cortadas, digeridas del gel con 

tripsina, y los péptidos resultantes fueron analizados por espectrometría de masas 

por MALDI-ToF en el Protein Core Lab Facility en la Universidad de Columbia en 

New York, NY.  
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6.6 Inmunoprecipitación 

Se tomaron 100 µl de proteína G-agarosa la cual se lavó 3 veces con PBS 1X por 

3 minutos y, se recuperó por centrifugación. D, después, la proteína G-agarosa fue 

bloqueada por la adición de 200 µl de BSA a una concentración de 2 mg/ml y se 

dejó 2 horas a 4°C en agitación constante. Una vez terminado el tiempo de 

bloqueo, se le adicionó el anticuerpo contra la proteína de interés (α-NS1 hecho en 

conejo) en una dilución 1:20 permitiendo la interacción toda la noche a 4°C con 

agitación suave. L,  la proteína G-agarosa unida al anticuerpo se recuperó por 

centrifugación 2000 rpm a 4°C por 5 min. Una vez recuperado el pellet, el cual 

contiene a la proteína-G agarosa unida al anticuerpo de interés, se realizó el entre 

cruzamiento utilizando 50 mM de DSG (disuccinimidyl glutarate, invitrogen) en 

PBS 1X permitiendo la interacción por 30 min a temperatura ambiente en agitación 

constante.,  

Llas perlas fueron lavadas con 200 µl de PBS 1X-triton X-100 al 0.5%  por 5 min 

en agitación constante. Se realizó el quench con 200 µl de buffer de quench 

(50mM de TRIS pH 7.4)  por 15 min a temperatura ambiente y, el exceso de 

anticuerpo fue removido con un lavado con  500 mM de NaCl por 5 min a 

temperatura ambiente. E, el exceso de sal se eliminó lavando con PBS 1X pH 7.4 

por 5 min. Después, las perlas fueron equilibradas con buffer de lisis. A l a par, se 

tomaron 50 µl de proteína G agarosa, la cual esta proteína fue lavada 3 veces con 

agua destilada estéril y equilibrada con buffer de lisis. , Lla proteína-G (sin 

anticuerpo acoplado) se puso a interaccionar con 2 mg/ml de  extractos 

citoplasmáticos la interacción se permitiópor 3 horas a 4°C. Pasado el tiempo de 

incubación, el extracto fue recuperado por centrifugación a 2000 rpm a 4°C por 5 

min.  está interacción eliminará la unión inespecífica de la proteína-G agarosa con 

las proteínas celularesE, el extracto recuperado, se puso a interaccionar con l00 µl 

de proteína-G agarosa acoplado al anticuerpo anti-NS1 y, la interacción se 

permitió toda la noche a 4°C con agitación suave. L, las perlas (proteína-G 

agarosa) fueron recuperada por centrifugación y se procedió a lavar 5 veces con 
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200 µl de solución IP por 10 min en agitación constante (Tris pH 8.0 0.05 M, Np40 

1%, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM) a temperatura ambiente. 

 Por último, los inmunocomplejos fueron eluidos con 500 mM de NaCl. Todos los 

sobrenadantes fueron colectados y el contenido proteico fue recuperado mediante 

precipitación con acetona como ya se ha descrito previamente. A lLas proteínas 

recuperadas se les adicionaronó 30 µl de buffer de carga  y fueron resueltas en un 

gel SDS-PAGE al 10%. El gel fue teñido con azul de Coomassie como 

previamente se ha descrito para identificar las proteínas que interaccionan con la 

proteína NS1 viral por espectrometría de masas (Maldi-TOF).  

6.7 Análisis de los datos obtenidos por espectrometría de masas 

Las proteínas identificadas con el score más elevado y  representados con la 

mayor cantidad de péptidos, se utilizaron para análisis “in silico”  utilizando el 

programa STRING data base 6.1 (http://string-db.org/)  dando como resultado los 

mapas proteicos de las proteínas celulares que interaccionan con NS1 y NS5, 

adicionalmente se utilizó la base de datos uniprot y DAVID para realizar la 

clasificación de las proteínas de acuerdo a su función y localización sub-celular 

(http://www.uniprot.org/) (https://david.ncifcrf.gov/). 

6.8 Cinética de infección en Células Huh-7 y Western blot 

Células Huh-7 fueron crecidas en multiplacas de 6 pozos a una confluencia del 

60% (1.0x106 células) las células fueron infectadas a MOI 3 por 6, 24 y 48 horas 

con mocksin virus (mock), con virus inactivo (VI) y con DENV-2. P, pasado el 

tiempo post-infección, las células fueron lisadas con 70 µl de buffer de lisis. E el 

extracto total fue cuantificado por el método de BCA. Se tomaron 35 µg/ml de 

extracto total y las proteínas fueron resueltas en un gel SDS-PAGE al 10% y y 

transferidaso a membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad). L, la membrana fue 

bloqueada con leche al 10% libre de grasa y se incubó con los siguientes 

anticuerpos: α-NS3 (1:5000, GeneTex),  αα-RPL18 (1:5000, ab-Cam), αα-GAPDH 

(1:10000, Cell signaling), α-αRPL18a (1:3000, GeneTex) y α-αactina (1:1000, 

generosamente donado por el DR. Manuel Hernández) permitiendo la interacción 

http://string-db.org/
http://www.uniprot.org/
https://david.ncifcrf.gov/
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con la membrana toda la noche a 4°C. Los anticuerpos secundarios fueron  αanti-

ratón, α anti-conejo y α-antichivo (1:10000, 1:000, 1:30000, respectivamente cell 

signaling) que respectivamente se incubaron con la membrana ón por una hora a 

temperatura ambiente. L la membrana fue  revelada por quimioluminiscencia 

utilizando el kit Femto (termo-Scientific)  y placas Kodak. 

 

 

6.9 Inmunofluorescencias 

Para los ensayos de inmunofluorescencia, se sembraron 200,000 células Huh-7 

sobre laminillas en una placa de 24 pozos. Las células fueron infectadas a una 

confluencia del 70 – 80% con DENV 2 a una MOI de 3 por 2 hora a 37°C en 

presencia de CO2  al 5%. Pasado el tiempo de infección se retiró el inoculo de las 

células y se le adicionaron 500 µl de medio completo para células Huh-7 

(anteriormente descrito en cultivo celular) la infección fue permitida por  48 horas. 

Pasado el tiempo post-infección las células fueron lavadas  3 veces por 5 minutos 

con PBS 1X  y se les adicionó 200 µl de formaldehido al 1% por 20 min a 

temperatura ambiente para ser fijadas. El formaldehido fue retirado y  las células 

se lavaron 3 veces con PSB 1X.  Las células fueron permeabilizadas por 20 min 

con solución permeabilizadora (saponina 0.2%, SFB 1% en PBS 1X), las  

proteínas virales fueron marcadas detectadas con los siguientes anticuerpos 

primarios: α-α-NS1 (1:200, GeneTex) o  α-α-E (1:200) o NS5 (1:200, GeneTex) y 

contra las proteínas celulares α-GAPDH (1:200, cell signaling)  o α-RPL 18 (1:100, 

Ab-Cam) o α-DDX5 (1:100, Ab-Cam) o α-NHRP F (1:100, Ab-Cam). L la 

incubación con los anticuerpos se permitió toda la noche a 4°C y, después las 

células fueron incubadas con 2 µg/ml de Alexa-488 burro α-anti-raton IgG, Alexa-

555 chivo α-anti-conejo IgG o con Alexa 647 pollo  α-anti chivo IgG por 1 hora a 

temperatura ambiente. L, los núcleos fueron teñidos con Hoechst (Santa Cruz) y , 

las laminillas fueron observadas en el microscopio confocal Zeiss LSM700. 

6.10 Silenciamiento del gen de interés empleando siRNA 

Con formato: Fuente: Sin Negrita

Con formato: Fuente: Sin Negrita

Con formato: Fuente: Sin Negrita
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Para disminuir la expresión de la proteína RPL18 en células Huh-7 y Vero R4, las 

células fueron transfectadas con dos diferentes concentraciones del siRNA (100 y 

150 nM) específico contra la proteína ribosomal 18 (Santa Cruz) además se utilizó 

un siRNA no relacionado como control. Las células Huh-7 fueron crecidas en 

medio advance DMEM suplementado con 10% de SFB y sin antibioticos a 37°C  

con atmosfera de CO2 al 5% a una confluencia del 70%. Dos tubos fueron 

preparados: a) 100 o con 150 nM del siRNA especifico diluido en 100 µl  de medio 

de transfección (Opti-MEM, Life Technologies) y b) 1.5 µl de siPORT (Applied 

Biosystems) en 100 µl de medio de transfección. La mezcla fue incubada por 10 

min a 37°C, pasado el tiempo las dos mezclas fueron unidas con la pipeta e 

incubadas por 10 min más, después 200 µl de medio de transfección con el siRNA 

fueron adicionados a las células. Las células fueron incubadas por 8 horas a 37°C 

en presencia de CO2. Después se le adicionaron 200 µl de medio fresco  el cual 

contiene 15% de SFB. 24 horas pos-transfección, las células fueron re-

transfectadas bajo las mismas condiciones y 24 horas después de la segunda 

transfección, las células fueron infectadas con DENV-2 a una MOI de 3 por 24 o 

48 horas. El rendimiento viral y la secreción de NS1 fueron determinados en el 

sobrenadante de las células infectadas por ensayos de plaqueo (descrito 

anteriormente) y ensayos de ELISA (Platelia, Bio-Rad).  

6.11 Viabilidad y metabolismo celular después del silenciamiento 

La viabilidad de las células Huh-7 y Vero fue evaluada por la medición de la 

reducción de MTS de acuerdo al protocolo de manufactura (cell titer 96 aqueous 

one solution cell proliferation assay, promega). 

6.11.1 Marcaje con [35S]-Metionina 

Las células Hhuh-7 fueron crecidas a una confluencia del 70% (6x105 células)  las 

células fueron transfectadas con el siRNA dirigido contra la proteína RPL18 y 

como control se con utilizó unun siRNA no relaciondo. A continuación, las células 

fueron lavadas 2 veces con 10 ml de medio de pulso (medio ausente de metionina 

y cisteína), después las células fueron incubadas con 500 µl con medio de pulso 
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por 25 min a 37°C en atmosfera de CO2 con el objetivo de  ponerlas en ayuno y 

así depletar la metionina/cisteína que hay de manera intracelular. Pasado el 

tiempo de ayuno,  se le adicionó 500 µl de medio que contiene 7 µCi/ml metionina 

marcada [35S]-Meth (PerkinElmer) por 30 min a 37°C. Finalmente, el medio fue 

removido y las células se lavaron 2 veces con PBS 1X frio. Las células fueron 

lisadas y el total de proteínas fueron analizadas mediante un gel SDS-PAGE al 8% 

y visualizadas mediante auto radiografía.  

 

6.11.2 Tinción con nitrato de plata y azul de Coomassie (Bio-Safe) 

El extracto total de células Huh-7 transfectadas fueron analizadoas en un gel SDS-

PAGE al 10% y el patrón electroforético fue visualizado al teñir el gel con nitrato de 

plata y azul de Coomassie (Bio-Safe). Para hacer la tinción con nitrato de plata 

primero se fijó el gel con solución de fijado (metanol al 50% y ac. Acético al 5%) 

por 20 min a temperatura ambiente. D después el gel fue lavado 2 veces con agua 

milliQ por 1 minuto, el gel fue sensibilizado con tiosulfato de sodio al 0.01% por 1 

min, y se lavadoó 2 veces con agua milliQ por 1 min. Iuto inmediatamente, el gel 

fue teñido con nitrato de plata al 0.1% la tinción se permitió por 30 min a 4°C en 

agitación suave protegiendo de la luz. P , pasado el tiempo, se lavó 2 veces con 

agua milliQ y, las bandas fueron visualizadas al reverlarlas con carbonato de sodio 

y formalina. P por último, se fijó con ac. Acético al 5%. Para la tTinción con azul de 

Coomassie bio-safe, el gel se fijó con metanol al 50% por 30 min, pasado el 

tiempo, el gel se lavó con agua milliQ dos veces por 5 minutos, se le adicionaron 

20 ml de azul de Coomassie bio-safe y la tinción se permitió por 45 min a 

temperatura ambiente en agitación suave. F finalmente, el gel fue desteñido con 

agua corriente.   

6.12 qRT-PCR y actividad de luciferasa 

La actividad de luciferasa fue medida en células Vero que expresan de manera 

estable el replicón de dengue virus 4 (R4). L las células fueron transfectadas con 

el siRNA especifico o con el control y, la actividad de luciferasa fue medida como 
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lo indica el protocolo del kit (Renilla luciferase assay systems, Promega). Para 

determinar los niveles del genoma viral, el RNA total fue obtenido usando el kit 

zymo Research Quick-RNA (microPrep) y la qRT-PCR fue realizada por el método 

SYBR green usando primers dirigidos contra la proteína NS5 de acuerdo a lo 

reportado por Chien LJ (2006) en el ECO ILLUMINA. La cantidad de RNA viral fue 

calculado al generar una curva estándar en diluciones base 10 de aislado de RNA 

de DENV-4 y DENV-2. 

 

 

 VII. RESULTADOS 

7.1 Aislar e identificar proteínas celulares que interaccionen con las 
proteínas virales NS5 y NS1 

7.1.1  Proteínas celulares que interaccionan con la proteína no estructural 5 
(NS5) de DENV en células Huh-7 

La proteína no estructural NS5 de DENV4 fue sintetizada en el  laboratorio 

GenScript en New Jersey, USA  y  purificada a partir de cuerpos de inclusión., La 

preparación proteica tiene con una concentración de 0.378 mg/ml y una pureza del 

80%., para evaluar la pureza de esta proteína se usó para fijar a la proteína a la 

columna de níquel. La resina con la proteína acoplada se sometió a electroforesis 

corrió en un gel SDS-PAGE al 8% y fue teñido con azul de Coomassie (R250, Bio-

Rad) (Figura 3, panel A).  Lla presencia de unala proteína de aproximadamente 

130 kDa se observó después de la tinción con azul de Coomasie. La presencia de 

NS5 con la cola de histidinas fue verificada al realizar ensayos de Western blot 

con un anticuerpo policlonal especifico contra la cola de histidinas (anti-His) 

(Figura 3, panel B). Para aislar proteínas celulares que interaccionan con la 

proteína no estructural 5 (NS5) se utilizó  cromatografía de afinidad  usando la 

proteína recombinante. Esta  proteína  fue acoplada a una la columna de afinidad   

(NiNTa, Qiagen) la columna fue puesta a interaccionar con los extractos nucleares 

de células HuH-7 no infectadas. C, como control negativo,  se incubó la  resina sin 

la proteína recombinante con los extractos nucleares no infectados de células 
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HuH-7. D, después de 6 lavados con diferentes concentraciones de NaCl (líneas 

1-6, Figura 4) se realizaron 2 eluciones con 1M y 1.5 M de NaCl. L, la mayoría de 

las proteínas que interaccionan con la proteína NS5r fueron obtenidas en la 

fracción que corresponde a 1M de NaCl, estás proteínas están ausentes en la 

misma fracción en la resina control (Figura 4B). Por medio de espectrometría de 

masas (Maldi Tof) se realizó la identificación de 40, 42 y 36 proteínas en 3 

experimentos independientes, hechos por duplicado. E, estas proteínas fueron 

capaces de interaccionar directa o indirectamente con la proteína NS5r. La 

mayoría de, las proteínas identificadas están ausentes en la resina que se utilizó 

como control negativo.  Un total de 36 proteínas celulares fueron identificadas que 

interaccionan con la proteína viral NS5 (Tabla 1). 

 

Figura 3. Proteína NS5 recombinante acoplada a la cromatografía de afinidad. 500µl de la 
resina (NinTa, QiaGen) se pusieron a interaccionar con 500 µl de la proteína recombinante para 
que se acoplara a la resina por medio de la cola de 6-His. (A) Dos diferentes cantidades de rResina 
acoplada a la proteína NS5 se separó por SDS-PAGE al 10% y se tiñóeñida con azul de 
Coomassie.  y (B) Western blot utilizando anticuerpo anti-His. 
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Figura 4. Obtención de proteínas celulares que interaccionan con la proteína NS5r por 
cromatografía de afinidad.  Resina (NinTa, QiaGen) acoplada a la proteína NS5r (A) o con la 
resina empleada como control negativo (B) * representa  l, la fracción de  proteínas que 
interaccionan con la proteína NS5r. Las proteínas presentes en esta fracción (1M de NaCl) fueron 
identificadas por espectrometría de masas Maldi-ToF.  

 

 

Tabla 1. Proteínas aisladas e identificadas por espectrometría de masas 
(Maldi-ToF) que interaccionan con NS5 

 

Proteína identificada Mascot 
score 

# Peptide 
sequences 
indentified 

String 
Accesion # 

Tubulin beta chain  299 7 TBB5 

Tubulin beta-2A chain  191 6 TBB2A 

Tubulin beta-4B chain  160 5 TBB4B 

Tubulin alpha-1A chain 38 5 TBA1A 

Vimentin  286 16 VIME 

L-lactate dehydrogenase B chain  76 2 LDHB 

Fructose-bisphosphate aldolase A  63 3 ALDOA 

Endoplasmin  59 7 ENPL 

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5  59 2 DDX5 

Heat shock protein HSP 90-beta  54 5 HS90B 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  53 1 G3P 

Far upstream element-binding protein 2 52 1 FUBP2 

Elongation factor 2  52 1 EF2 

Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein  49 2 IF2B2 

60 kDa heat shock protein, mitochondrial  45 3 CH60 

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial  45 3 ATPA 
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cAMP-dependent protein kinase type I-alpha 
regulatory subunit  

45 1 KAP0 

Peroxiredoxin-1  43 4 PRDX1 

Peroxiredoxin-6  28 1 PRDX6 

40S ribosomal protein S25  49 1 RS25 

60S ribosomal protein L18  41 1 RL18 

60S ribosomal protein L19 40 1 RL19 

40S ribosomal protein S14  56 1 RS14 

60S ribosomal protein L27  29 1 RL27 

Prelamin-A/C OS 39 4 LMNA 

Cofilin-1  39 3 COF1 

Pyruvate kinase isozymes M1/M2  38 3 KPYM 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F  36 1 HNRPF 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 36 4 HNRPK 

ATP-dependent RNA helicase DDX3X  33 1 DDX3X 

Histone H2B type 1-C/E/F/G/I  31 2 H2B1C 

Stress-70 protein, mitochondrial  31 1 GRP75 

Aconitate hydratase, mitochondrial 30 1 ACON 

Heat shock protein beta-1  28 1 HSPB1 

Splicing factor, proline- and glutamine-rich  27 1 SFPQ 

14-3-3 protein zeta/delta  27 4 1433Z 

 

 

 

 

 

7.1.2 Caracterización funcional de las proteínas celulares que interaccionan 
con NS5 

En un intento por clasificar y caracterizar las proteínas celulares identificadas, se 

categorizaron de acuerdo a su función (Tabla 2), la localización sub-celular fue 

determinada utilizando  la base de datos http://www.uniprot.org/uniprot/P07437  un 

total de 36 proteínas identificadas fueron categorizadas en 5 diferentes 

compartimentos celulares: 33% de las proteínas identificadas pertenecen al 

núcleo, 33% al citosol, 11% a la mitocondria, 6% son proteínas de membrana y 

17% son ribosomales (Figura 5). 

Tabla 2. Clasificación biológica  de las proteínas celulares  que interaccionan 

con NS5  

Biological Process  Proteins 

http://www.uniprot.org/uniprot/P07437
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Microtubule based process  5 

Translation  6 

spliceosome  5 

Metabolic process 7 

Stress response  4 

Lipid metabolism 3 

Other process  6 

 

Tabla 2. Clasificación biológica de las proteínas celulares que interaccionan con Ns5. La 
categorización de las proteínas identificadas que interaccionan con NS5 se realizó con la base de 
datos DAVID Bio-informatics Resources (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) y REACTOME pathway 
database (http://www.reactome.org).  

  

Figura 5. Localización sub-celular de las proteínas celulares que interaccionan con NS5 
identificadas por espectrometría de masas. La localización sub-celular de las proteínas que 
interaccionan con NS5 fue analizada usando el programa bioinformatico Swiss-Prot/TrEMBL 
database.  

http://david.abcc.ncifcrf.gov/
http://david.abcc.ncifcrf.gov/
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=url&_cdi=271071&_issn=03064522&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=+&_targetURL=http://www.reactome.org
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Adicionalmente analizamos la red de interacción proteína-proteína esta fue hecha 

para identificar la funcionalidad de las proteínas, identificamos 36 proteínas estas 

proteínas fueron analizadas por el programa STRING 10.0, incluso se observa que 

no todas la proteínas tienen interacción entre sí, 33 de las proteínas identificadas 

se encuentran unidas directa o indirectamente, solo 19 se encuentra fuertemente 

unidas  sugiriendo que existe una funcionalidad vinculada (Figura 7) 3 de las 36 

proteínas identificadas no se observa ningún tipo de vínculo (STRING score= 0.4). 
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Figura 6. Red de interacción proteína-proteína de las proteínas identificadas que 
interaccionan con NS5. La red de interacción contiene 36 proteínas que fueron analizadas el 
mapa de interacción se realizó utilizando la base de datos STRING versión 10.0. E, lel color de la 
línea indica el tipo de evidencia que soporta la interacción. 

 

7.1.2  La proteína NS5 colocaliza con las proteínas celulares hnRNP F y 

DDX5 en células Huh-7 infectadas 

 

Con el objetivo dePara analizar la localización sub-celular de las proteínas  hnRNP 

F y DDX5 durante la infección por DENV en en células Huh-7, Estas fueron 

infectadas a MOI de 3 por 48 hpi,  incubadas con anticuerpos específicos contra 

cada proteína y analizadas por microscopía confocal.  
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 Al analizar la localización sub-celular de estas proteínas en las células infectadas, 

observamos una re-distribución de ellas con respecto a las no infectadas (Figura 

7).  Ambas proteínas tienen en el caso de células no infectadas una localización 

preferentemente nuclear (Figura  7).. Sin embargo, en las células infectadas se 

observa la salida masiva de ambas del núcleo hacia el citoplasma, además de una 

clara colocalización con la proteína E y con el RNAdc viral (Figura  7A). La 

helicasa DDX5 también colocaliza con NS5 (Figura 7B).  

Cuando observamos un campo abierto (40X) de las células Huh-7 infectadas con 

DENV por 48 horas a MOI de 3 corroboramos que esta proteína se traslada del 

núcleo hacia al citoplasma en todas las células infectadas. Interesantemente, la 

proteína NS5 es capaz de trasladarse al núcleo y colocalizar con la proteína DDX5 

mientras que en las células no infectadas la proteína DDX5 se encuentra 

completamente en núcleo (Figura 8). 
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Figura 7. Localización sub-celular de nhRNP F y DXX5 en células infectadas con DENV. 
Células Huh-7 infectadas con DENV2 fueron fijadas y teñidas con anticuerpos anti-E, anti-RNAdc 
(verde) y anti hnRNP F (rojo) (A), anti-NS5 (rojo) anti-E (naranja), anti-RNAdc (verde) y anti-DXX5 
(blanco) (B). El núcleo fue teñido con Hoescht (azul). La localización de las proteínas fue analizada 
por microscopia confocal. Las imágenes son representativas de tres experimentos independientes. 

 

Figura 8. Localización sub-celular de la proteína DXX5 en células infectadas con DENV. 
Células Huh-7 infectadas con DENV2 fueron fijadas y teñidas con anticuerpos anti-RNAdc (blanco) 
anti-NS5 (rojo) y anti-DXX5 (verde). La localización de las proteínas fue analizada por microscopia 
confocal. La imagen es representativa de tres experimentos independientes. 
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Previamente se ha reportado que la proteína NS5 es capaz de trasladarse al 

núcleo en  las primeras horas de la infección viral ya que posee secuencias de 

localización nuclear así como de exporte nuclear (SLN y SEN). Estas secuencias 

son capaces de unirse a α/β importinas así como a la familia de las exportinas 

CRM-1 para su traslado. Sin embargo, el papel funcional que desempeña la 

proteína viral en el núcleo no se  ha descrito hasta el momento (Rawlinson et al. 

2009; Melinda J. Pryor et al. 2007). Se han discutido diferentes hipótesis sobre el 

papel funcional que tiene esta proteína en el núcleo de las células infectadas una 

posibilidad es que NS5 sea capaz de modificar componentes celulares 

importantes para el virus como la cromatina o micro RNA´s otra de las 

posibilidades es que NS5 esté actuando como un acarreador promoviendo la 

salida de proteínas nucleares requeridas por el virus durante la replicación viral en 

el retículo endoplásmico, específicamente en la región peri-nuclear. Con el 

objetivo de determinar sí el tiempo en el que la proteína NS5 se moviliza entre el 

núcleo y el citoplasma correlaciona con el momento de movilización de las 

proteínas celulares, se realizaron cinéticas de infección y se analizó la localización 

de las proteínas por microscopia confocal. Para ello, se infectaron células Huh-7 a 

MOI de 3 en los siguientes tiempos: 8, 10, 12, 16 y 24 hpi. Las células fueron 

fijadas e incubadas con anticuerpos anti-NS5 y anti-DDX5. 
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Figura 9. Localización sub-celular de la proteína DDX5 a diferentes tiempos pos infección en 
células Huh-7. Las células infectadas fueron fijadas a diferentes tiempos e incubadas con 
diferentes anticuerpos específicos: anti-NS5 (rojo) y anti-DXX5 (verde). La localización de las 
proteínas fue analizada por microscopia confocal. La imagen es representativa de tres 
experimentos independientes. 

 

Al evaluar la localización sub-celular de ambas proteínas (NS5 y DDX5) en las células Huh-7 

infectadas con DENV pudimos observar que NS5, sintetizada en el citoplasma, se moviliza al 

núcleo a las 12 hpi. A ese tiempo se puede observar que la proteína celular DDX5 comienza a salir 
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hacia el citoplasma (Fig 9).  La salida de esta proteína nuclear continua a través del tiempo. La 

proteína viral NS5 se traslada del núcleo hacia el citoplasma a las 16 hpi y a las 24 hpi se puede 

observar que ambas proteínas están en el citoplasma (Fig 9). Una de las posibilidades es que la 

proteína viral NS5 sea la que promueva el transporte de la proteína DDX5 hacia el citoplasma 

específicamente hacia la región perinuclear. Para dilucidar esta posibilidad, las células fueron 

tratadas con Ivermectina, un fármaco inhibidor del transporte citoplasma-núcleo a través del 

mecanismo α/β importinas. Diferentes grupos de investigación ya han reportado que este fármaco 

actúa como inhibidor del transporte a núcleo de NS5 e incluso últimamente se ha considerado 

como un fármaco antiviral (Fraser et al. 2014; Wagstaff et al. 2012; Melinda J. Pryor et al. 2007). 

Para evaluar sí el tratamiento con Ivermentina tendría algún impacto en la proteína localización de 

DDX5 el primer paso fue probar diferentes concentraciones del fármaco: 20µM y 40µM y realizar 

ensayos de viabilidad. Las células fueron crecidas en ausencia de antibióticos (penicilina y 

estreptomicina) y pudimos observar que el tratamiento no afectaba la viabilidad celular 6 y 24 horas 

después del tratamiento, esto al compararlo con el control de vehículo. 

 

 

 

Figura 10.Viabilidad ivermectina. Células Huh-7 fueron tratadas con dos concentraciones 
diferentes 20 o 40 µM de ivermectina o con el vehículo.  

 

El siguiente paso fue tratar las células y pasado el tiempo de tratamiento estas fueron infectadas a 

MOI de 3 con DENV, La localización sub-celular de ambas proteínas (NS5 y DDX5) fue evaluada 

24 hpi  por microscopia confocal. En las células tratadas con el vehículo podemos ver ambas 

proteínas en el citoplasma como habíamos observado anteriormente, sin embargo, cuando las 

células fueron tratadas con 40 µM de ivermectina se pudo observar que NS5 estaba en el 

citoplasma y la proteína DDX5 en el núcleo. 
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Figura 11. Localización sub-celular de la proteína DXX5 en células tratadas con ivermectina 
e  infectadas con DENV. Células Huh-7 infectadas con DENV2 fueron fijadas y teñidas con 
anticuerpos anti-DDX5 (verde) anti-NS5 (rojo) y anti-DXX5. La localización de las proteínas fue 
analizada por microscopia confocal. La imagen es representativa de tres experimentos 
independientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2  Proteínas celulares que interaccionan con NS1 en células Huh-7 

7.2.1 Purificación de la proteína recombinante NS1 

Para identificar las proteínas celulares que interaccionan con la proteína no 

estructural 1 (NS1) de DENV-2 cepa 16681, la secuencia total de la proteína  NS1 

fue clonada en el vector vector pCR 2.1 TOPO, después la secuencia fue sub-
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clonada dentro de los sitios BamHI y Xho I en el vector de expresión Pproex htb 

Figura 12 A. , Eel plásmido recombinante (amablemente donado por el Dr. Juan 

Ludert) fue sometido a ensayos de restricción para evaluar sí el inserto estaba 

presente de maneraclonado correctamente. A, al realizar la digestión utilizando las 

enzimas BamHI y Xho I puodiemos observar que se liberóa el inserto con un 

tamaño de 1055 pb (Figura 12 B, línea 3), mientras que el fragmento 

correspondiente a la secuencia de Pproex htb es indicado enmostró un tamaño de 

5758 pb (Figura 12 B, línea 2). U una vez que estábamos seguros que el inserto 

era del tamaño adecuado,  el segundo  paso fue expresar la proteína  recombínate 

en bacterias E. coli BL-21*. L, la expresión de la proteína NS1r se indujo al 

agregar  IPTG. La correcta expresión de la proteína se evaluó mediante ensayos 

de Western blot utilizando geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) y geles nativos en 

ambos se realizó la transferencia de las proteínas  estos fueron transferidos a una 

membranas de nitrocelulosa. L, la proteína recombinante fue identificada por 

Western blot usando 2 diferentes anticuerpos policlonales anti-NS1 (anticuerpo 

policlonal) y anti-his (anticuerpo policlonal). La proteína recombinante NS1r  de 55 

kDa fue detectada en la fracción soluble   (Figura 12 C, D y E, línea 1) y en la 

fracción insoluble (Figura 12 C, D y E,  línea 2)  estuvo ausente la proteína se 

encuentra ausente en el extracto total de bacterias transformadas con el vector 

vacío (línea 3). Adicionalmente, se realizó el Western blot en condiciones nativas 

(Figura 12 E). A a pensar que esta proteína es capaz de formar dímeros y trímeros 

hexámeros, podemos pudimos observar que en un gel nativo está desolo la forma 

monomerica ya que elfue detectada (reconocimiento del anticuerpo lo vemos en 

55 kDa). Una vez que sabíamos que la proteína NS1r había sido expresada fue 

expresada de manera correcta, ésta se puso a interaccionar con la resina (Talón, 

clontech) para ser purificada por cromatografía de afinidad. L, la proteína acoplada 

a la resina fue lavada cinco veces con Sol. A y cinco veces con imidazol en 

solución A (imidazol 100-350 mM en sol. A), la pureza de la proteína NS1r fue 

observada en la línea R (Figura 13 A).  

L, la presencia de NS1r fue confirmada por ensayos de Western blot usando un 

anticuerpo policlonal α-NS1 (línea R, Figura 13 B).  
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Figura 12. Producción de la proteína recombinante. (A) Secuencia de nucleótidos de la proteína 
NS1 de DENV-2 cepa 16681. B) Ensayo de restricción del plásmido recombinante, fragmento  
liberado de 1055 pd después de la digestión con las enzimas BamHI y XhoI (línea 3).  Fragmento 
correspondiente de la secuencia de Pproex htb es indicado en 5758 pb (lane 2). C, D y E). La 
proteína recombinante fue identificada por Western blot usando 2 diferentes anticuerpos anti-NS1 
(anticuerpo policlonal) y anti-his (anticuerpo policlonal). La proteína recombinante NS1r (55 kDa) 
fue detectada en la fracción soluble (línea 1) y en la fracción insoluble (línea 2) estuvo ausente la 
proteína se encuentra ausente en el lisado de las bacterias transformadas con el vector vacío 
(línea 3). E) La proteína se encuentra en forma monomerica con un peso de 55 kDa en condiciones 
no desnaturalizantes. 
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Figura 13. Purificación de la proteína NS1r por cromatografía de afinidad. A) La pureza de la 
proteína NS1r se muestra en la línea R (resina). Las proteínas presentes en cada fracción fueron 
analizadas por medio de electroforesis en SDS-PAGE al 8% teñido con el patrón electroforético fue 
visualizado por medio de la tinción de azul de coomassie. B) La presencia de NS1r fue evaluada 
usando un anticuerpo anti-NS1. La proteína se muestra en la fracción R por el anticuerpo anti-NS1 
presentó un peso molecular aparente de 55 kDa fue detectada en la fracción R al utilizar un 
anticuerpo anti-NS1. 

A ll a par se realizó el control negativo, para ello,  la resina (Talon, Clontech) fue 

puesta a interaccionar con sobrenadante de bacterias transformadas con el 

plásmido vacío en las mismas condiciones anteriormente descritas, 

adicionalmente también se realizó el ensayo de purificación de la proteína 

recombinante donde observamos la ausencia de proteínas de origen bacteriano 

unidas de manera inespecífica a la resina  (Figura 14 A, R). U, un duplicado de 

este gel fue transferido a membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) para ser evaluado 

mediante ensayo de Western blot utilizando un anticuerpo contra la proteína NS1 

(Figura 9 B) observando que no  hay  reconocimiento por parte del anticuerpo 

(Figura 14 B). E esta resina fue utilizada como control negativo para el ensayo de 

interacción de proteínas celulares con la proteína recombinante NS1. 
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Figura 14. Control negativo de la cromatografía de afinidad. (A) Resina incubada con el 
extracto total de bacterias transformadas con el vector vacío, l, las proteínas presente en cada 
fracción fueron analizadas mediante electroforesis en un gel SDS-PAGE al 8% y teñido con azul de 
coomassie. B) La presencia de la proteína NS1r fue analizada por ensayos de Western blot usando 
un anticuerpo especifico contra la proteína NS1. Ninguna banda fue revelada , no se observan 
bandas en la fracción correspondiente a la resina (fracción R). 

 

7.2.2 Proteínas celulares que interaccionan con NS1 Huh-7 

Para aislar proteínas celulares que interaccionan con la proteína no estructural 1 

(NS1) se utilizaron dos técnicas diferentes pero complementarias entre sí; por un 

lado se utilizó cromatografía de afinidad   usando la proteína NS1r como cebo y en 

otros ensayos de inmunoprecipitación utilizando un anticuerpo policlonal anti-NS1. 

Para los ensayos de cromatografía de afinidad la proteína NS1r fue acoplada a 

una columna de cobalto y como control resina sin NS1r previamente tratada en 

condiciones iguales a la que sí tiene la NS1r (control negativo descrito 

anteriormente). A ambas resinas  fueron  incubadas por separado con los 

extractos citoplasmicos de  células Huh-7  no infectadas. D, después de 6 lavados 

a diferentes concentraciones de NaCl (Figura 15, líneas 1-6) se realizaron 2 
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eluciones con 1M y 1.5 M de NaCl. L, la mayoría de las proteínas que 

interaccionan con la proteína NS1r fueron obtenidas en la fracción que 

corresponde a la elución con 1M de NaCl. E, estás proteínas están ausentes en la 

misma fracción en la resina control (Figura 15 B). 

 Lla identificación de las proteínas obtenidas en la fracción de elusión se realizó 

por espectrometría de masas (Maldi-Tof). Mediante este método, nos permitió 

identificamosr  80 ,70 y 72 proteínas que fueron capaces de interaccionar directa o 

indirectamente con la proteína NS1r en 3 experimentos independientes por 

duplicado. Todas ellas ausentes, estas proteínas fueron capaz de interaccionar  

directa o indirectamente con la proteína NS1r,  las proteínas identificadas están 

ausentes en la resina que se utilizó como control negativo.  

 Para confirma la interacción directa o indirecta de las proteínas previamente 

aisladas por cromatografía de afinidad e identificadas por espectrometría de 

masas se realizaron ensayos de inmunoprecipitación. Las inmunoprecipataciones 

se realizaron estos  fueron hechos utilizando un anticuerpo policlonal anti-NSns1 o 

utilizando IgG de conejo como control negativo. Después , del crosslinking del 

anticuerpo a la proteína G agarosa (se realizó como se ha descrito en materiales y 

métodos), los inmunocomplejos  fueron lavados 5 veces (Figura 16 A y B, líneas 1-

5) y las proteínas que interaccionan de manera específica con la proteína NS1 

fueron eluidas como se ha descritodescribió en la sección de Materiales y 

Métodos. 

 Las proteínas obtenidas en la fracción de elución de la inmunoprecipitación 

interaccionan específicamente con anti-NS1 (unidas de manera directa oe 

indirecta a NS1)  porque ninguna de estasno se encontraron presentes proteínas 

fue encontrada en la fracción de elución control (IgG) (Figuras 16 A y B, línea E). 

Las proteínas inmunoprecipitadas fueron identificadas por espectrometría de 

masas (Maldi-Tof) identificando fueron 70, 86 y 85 proteínasen tres experimentos 

independientes. Se consideraron como interacciones específicas aquellas 

proteínas presentes en los  3 experimentos independientes (Tabla 3). 
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Figura 15. Obtención de proteínas celulares que interaccionan con la proteína NS1r por 
cromatografía de afinidad. Extractos citoplasmicos de células Huh-7 fueron incubados con la 
resina (TALON, Clontech) la cual tiene acoplada la proteína NS1r (A) o con la resina sin la proteína 
NS1r empleada como control negativo (B). Las proteínas celulares presentes en cada fracción 
fueron analizadas mediante un gel SDS-PAGE al 10% y teñidas con azul de Coomassie. Las 
proteínas presentes en la fracción de elusión (1M de NaCl) fueron identificadas por espectrometría 
de masas Maldi-ToF. * marca la fracción de la elución utilizada para llevar a cabo la identificación. 
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Figura 16. Inmunoprecipitación de las proteínas que interaccionan con NS1 en extractos de 
células Huh-7. (A) Ldespués las perlas fueron lavadas 5 veces con buffer para IP las proteínas 
inmunoprecipitadas fueron eluidas de las perlas y analizadas por medio de unpor electroforesis en 
gel SDS-PAGE al 10%. L la subsecuente identificación de las proteínas se realizó mediante 
espectrometría de masas (Maldi-Tof). B) Control negativo IgG de conejo sujeto a las mismas 
condiciones de trabajo.* marca la fracción de elución la cual fue utilizada para la identificación de la 
las proteínas. E) elución, P) proteína G-agarosa después de los lavados. 
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Tabla 3. Proteínas aisladas e identificadas por espectrometría de masas 

(Maldi-ToF) 

Proteína identificada Mascot 
score 

# Peptide 
sequences 
indentified 

String 
Accesion # 

26S protease regulatory subunit 4 39 3 PSCM1 

28S ribosomal protein S15, mitochondrial 37 1 MRPS15 

40S ribosomal protein S13 27 1 RPS13 

40S ribosomal protein S14 81 1 RPS14 

40S ribosomal protein S15 39 1 RPS15 

40S ribosomal protein S15a 38 1 RPS16 

40S ribosomal protein S16 63 1 RPS16 

40S ribosomal protein S18 56 5 RPS18 

40S ribosomal protein S2 68 3 RPS2 

40S ribosomal protein S23 115 1 RPS23 

40S ribosomal protein S24 75 3 RPS24 

40S ribosomal protein S25 82 1 RPS25 

40S ribosomal protein S3a 150 5 RPS3A 

40S ribosomal protein S4, X isoform 108 5 RPS4 

40S ribosomal protein S5 30 3 RPS5 

40S ribosomal protein S6 31 1 RPS6 

40S ribosomal protein S8 87 2 RPS8 

60S ribosomal protein L11 39 4 RPL11 

60S ribosomal protein L13 71 3 RPL13 

60S ribosomal protein L14 94 2 RPL14 

60S ribosomal protein L17 40 1 RPL17 

60S ribosomal protein L18 104 2 RPL18 

60S ribosomal protein L18a 63 3 RPL18A 

60S ribosomal protein L19 41 3 RPL19 

60S ribosomal protein L21 50 2 RPL21 

60S ribosomal protein L23a 27 1 RPL23A 

60S ribosomal protein L24 108 2 RPL24 

60S ribosomal protein L26 31 1 RPL26 

60S ribosomal protein L27a 80 1 RPL27A 

60S ribosomal protein L31 39 1 RPL31 

60S ribosomal protein L36 60 2 RPL36 

60S ribosomal protein L7 68 1 RPL7 

Ankyrin repeat and KH domain-containing 
protein 1 

61 2 ANKHD1 

Cofilin-1 31 1 CFL1 
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Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 47 5 DYNC1H1 

Elongation factor 1 alpha 1 93 3 EEF1A1 

Glucose-6-phosphate isomerase 37 1 GPI 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 59 1 GAPDH 

GTP-binding protein Di-Ras2 47 1 DIRAS2 

Heat shock cognate 71 kDa protein 73 2 HSPA8 

Heat shock protein beta-1 114 1 HSPB1 

Heat shock protein HSP 90-beta 55 1 HSP90AB1 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 43 1 HNRNPF 

Histone H2B type 1-A 38 2 HIST1H2BA 

Histone H2B type 1-B 61 4 HIST1H2BB 

Histone H3.3C 38 2 H3F3C 

Histone H4 50 2 HIST1H4H 

Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding 
protein 2 

53 2 IGF2BP2 

Oxidoreductase NAD-binding domain-containing 
protein 1 

38 2 OXNAD1 

Peroxiredoxin-1 34 2 PRDX1 

Plectin 86 13 PLEC 

Protein FAM132A 34 1 FAM132A 

Pyruvate kinase PKM 38 3 PKM2 

Serine/threonine-protein kinase Chk1 30 1 CHEK1 

Serine/threonine-protein kinase SIK3 40 1 SIK3 

Tetratricopeptide repeat protein 21B 39 1 TTC21B 

Tubulin alpha-1A chain 239 6 TUBA1A 

Tubulin alpha-4A chain 42 5 TUBB6 

Tubulin beta chain 297 7 ENSG0000 

Tubulin beta-2A chain 81 5 TUBB2A 

Tubulin beta-3 chain 224 6 TUBB2C 

Tubulin beta-4B chain 247 8 TUBA4A 

Tubulin beta-6 chain 149 7 TUBB6 

Vimentin 1179 38 VIM 

 

7.2.3 Caracterización funcional de las proteínas celulares que interaccionan 
con NS1 

En un intento por clasificar y caracterizar las proteínas celulares identificadas que 

interaccionan con NS1, se categorizaron de acuerdo a su función y localización 

sub-celular basándonos en la base de datos  Swiss-Prot TrEBL. Las, un total de 

64 proteínas identificadas fueron categorizadas en 6 diferentes procesos 

biológicos: 33 de las 64 proteínas identificadas están involucradas en traducción; 8 

de las 64 proteínas identificadas pertenecen a microtubulos; 4 de las 64 proteínas 

identificadas están involucradas en formación del nucleosoma y glucolisis; 3 de las 

64 proteínas están involucradas en respuesta a estrés y 2 de las 64 proteínas 
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están involucradas en transporte celular (Tabla 3).  Algunas de las proteínas 

identificadas  son proteínas de citoplasma (23.2%), el 48.2% corresponde a las 

proteínas ribosomales (48.2%), interesantemente 8.9% de las proteínas 

identificadas son de núcleo mientras que el 1.7 % de las proteínas son de 

mitocondria y el 3.5% son proteínas de membrana (Figura 17). Adicionalmente, 

analizamos la red de interacción proteína-proteína esta fue hecha para identificar 

la funcionalidad de las proteínas, mediante identificamos 64 proteínas estás 

proteínas fueron analizadas por el programa STRING. Se puede, incluso se 

observar que no todas la proteínas tienen interacción entre sí, 30 de las proteínas 

identificadas se encuentran fuertemente unidas directa o indirectamente 

sugiriendo que existe una funcionalidad vinculada (Figura 18). Cuarenta y tres43 

de las 64 proteínas identificadas fueron interconectadas mientras que 12 de las 

proteínas no muestranse observa ningún tipo de vínculo (STRING score= 0.4). 

Tabla 4. Clasificación biológica  de las proteínas celulares  que interaccionan 

con NS1  

Biological Process  Proteins 

Microtubule based process  8 

Translation  33 

Nucleosome assembly  4 

Glycolysis  4 

Stress response  3 

Transport  2 

Other process  12 
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Tabla 4. Clasificación biológica de las proteínas celulares que interaccionan con NSs1. Para 
investigar el proceso biológico y la vía de señalización en la que participan las proteínas aisladas e 
identificadas que interaccionan con NS1 utilizamos  la base de datos DAVID Bio-informatics 
Resources (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) y las proteínas también fueron analizadas en la base de 
datos REACTOME pathway database (http://www.reactome.org).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Localización sub-celular de las proteínas celulares que interaccionan con NS1 

identificadas por espectrometría de masas. La localización sub-celular de las proteínas que 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/
http://david.abcc.ncifcrf.gov/
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=url&_cdi=271071&_issn=03064522&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=+&_targetURL=http://www.reactome.org
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interaccionan con NS1 fue analizada usando el programa bioinformatico Swiss-Prot/TrEMBL 

database.  
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Figura 18. Red de interacción proteína-proteína de las proteínas identificadas que 
interaccionan con NS1. La red contiene 64 proteínas el mapa de interacción se realizó utilizando 
la base de datos STRING versión 9.05, el color de la línea indica el tipo de evidencia que soporta la 

interacción. 

 

7.3  La proteína NS1 interacciona con las proteínas celulares RPL18a, RPL18 

y GAPDH en células Huh-7 infectadas 

 

Para validar que las proteínas aisladas e identificadas por cromatografía de 

afinidad e inmunoprecipitación las proteínas que interaccionan directa o 

indirectamente con la proteína NS1 de DENV-2, se realizaron ensayos de 

inmunoprecipitación.  

Especificamente analizamos dos proteínas ribosomales: RPL18a y RPL18 y la 

enzima metabolica GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). fueron 

analizadas por ensayos de co-inmunoprecipitación. Extractos citopláasmicos de 

células Huh-7 infectadas fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-NS1, 

anti-GAPDH, anti-RPL18a y anti-RPL18, la fracción que contiene los 

inmunocomplejos fue analizada mediante ensayos de Western blot usando 

anticuerpos específicos contra la proteína NS1, RPL18a y RPL18.  Los extractos 

también fueron inmunoprecipitados con anti-GAPDH, anti-RPL18a, anti-RPL18 y el 

western blot analizado con anti-NS1.  

El ensayo de co-inmunoprecipitación revelóa la presencia de las proteínas 

ribosomales RPL18a (18 kDa) y RPL18 (22kDa) así como de la enzima metabólica 

GAPDH (38kDa), entre las proteínas inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-

NS1 (55 kDa) se detectó a la proteína NS1, GAPDH, RPL18a y RPL18 (Figura 

19). De la misma manera, la proteína NS1 fue precipitada con anticuerpos anti-

RPL18, RPL18a y GAPDH,  estos resultados confirman la interacción entre estas 

proteínas y la proteína viral no estructural NS1 validando los resultados obtenidos 
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por cromatografía de afinidad e inmunoprecipitaciones seguida por la identificación 

mediante espectrometría de masas. 
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Figura 19. NS1 interacciona con las proteínas celulares GAPDH, RPL18a y RPL18. Extractos 
de células Huh-7 infectadas fueron inmunoprecipitados con anti-NS1 (paneles A y C) anti-GAPDH y 
anti RPL18a (panel A) o anti-RPL18 (panel C). Las proteínas inmunoprecipitadas (panel A y C) 
fueron separadas en un gel SDS-PAGE al 10% y analizados por Western blot usando un 
anticuerpo anti-NS1 (panel A y C), anti-GAPDH anti-RPL18a (panel A) o anti-RPL18 (panel C), la 
presencia de todas las proteínas fue evaluada en el input (panel B y D) NS1, GAPDH y RPL18a 
(panel B) y NS1 y RPL18 (panel D). 
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Interesantemente aproximadamente el 50% de las 64 proteínas identificadas 

fueron proteínas ribosomales, la función principal de estas proteínas es la 

traducción del RNAm, sin embargo, es bien sabido que varias de las proteínas 

ribosomales también tienen funciones extra-ribosomales como se ha reportado 

para las proteínas RPL18a, RPL18, RPS31 y RPL7 (Bhavsar et al. 2010). Las 

funciones extra-ribosomales descritas para estas proteínas incluyen unión del 

ribosoma al retículo endoplasmico, ciclo celular, apoptosis, etc. Sin embargo, se 

ha descrito quehits para el silenciamiento de las proteínas ribosomales RPL18 y 

RPL7 está bien establecido medianente ensayos de screening con siRNA inhiben 

la replicación delen virus de la fiebre amarilla y del virus fiebre del oeste del Nilo 

sugiriendo que las proteínas ribosomales son requeridas en las infecciones virales. 

Para evaluar los niveles de expresión y la localización de las proteínas  RPL18a, 

RPL18 y GAPDH durante la infección se realizaron ensayos de Western blot e 

inmunofluorescencias en células Huh-7 infectadas a una MOI de 3 a 6, 24 y 48 

hpi. Extractos totales de células infectadas conno infectadas o mock (M), e 

infectadas con virus inactivo con luz UV (IV) o con DENV (INF) fueron usadas, la 

expresión de  los niveles de GAPDH (Figura 16, panel A y B), RPL18a (Figura 20, 

panel A y C) y RPL18 (Figura 20, panel A y D) no se alteran durante la infección 

con el DENV o con virus inactivo con luz UV (IV). C como control de infección se 

midió a la proteína NS3 (70 kDa). P, para confirmar determinar sique las proteínas 

celulares evaluadas modificaban no alteran su expresión  en el ciclo replicativo de 

DENV. Para esto,   se realizó el análisis cuantitativo de las tres proteínas en tres 

experimentos independientes por duplicado por Western-blot normalizando con 

actina como control de carga.  

No se observóa una diferencia estadísticamente significativa en la cantidad 

detectada de  las proteínas analizadas en células infectadas en relación a la 

condición control (mock), (Figura 20 A-D) [GAPDH (p=0.090), RPL18a (p=0.158) y 

RPL18 (p=0.588)].  
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Con el fin dePara analizar si la localización sub-celular de GAPDH, RPL18 se 

modifica durante la infección, las en células Huh-7 infectadas a una MOI de 3 por 

48 hpi fueron incubados con anticuerpos específicos contra cada proteína y 

analizados por microscopia confocal.  

Aunque nosotros no detectamos diferencia significativa en los niveles de expresión 

de GAPDH y RPL18 por Western blot usando extractos totales, sí observamos una 

distribución diferente de estas proteínas en las células infectadas (Figura 21). 

Mientras que la proteína GAPDH se observa con una distribución puntual en 

células no infectadas, en las células infectadas se observa una distribución 

dispersa (Figura 21, panel A). , En el caso depara la proteína GAPDH no fuees 

posible detectar colocalización con NS1.  

Por otro lado, lLa distribución de la proteína RPL18 se observóa una distribución  

dispersa en el citoplasma en células no infectadas; sin embargo, en células 

infectadas se observó laobservamos la  relocalización de la proteína hacia la 

región perinuclear en las células infectadas (Figura 21, panel B). L la 

colocalización de NS1 y E con la proteína ribosomal 18 (RPL 18) se puede 

observar en el “merge”. 
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Figura 20. Niveles de expresión de las proteínas celulares GAPDH, RPL18a y RPL18 en 
células infectadas. Extractos totales de células Huh-7 mock (M) o infectadas con virus inactivo 
con luz UV (IV) o con DENV (INF) a diferentes tiempos post-infección (6, 24 y 48 horas), fueron 
analizados por Western-blot usando anticuerpos anti-GAPDH, anti-RPL18a y anti-RPL18 (A) anti-
NS3 fue utilizado para demostrar la infección por dengue. Anti-actina fue utilizado como control de 
carga. Análisis densitometrico de 3 experimentos independientes para (B) GAPDH (p=0.090), (C) 
RPL18a (p=0.158) y (D) RPL18 (p=0.588). 
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Figura 21. Localización sub-celular de GAPDH y RPL18 en células infectadas con DENV. 
Células Huh-7 infectadas con DENV2 por 48 hpi fueron fijadas y teñidas con anticuerpos anti-E, 
anti NS1 (verde) y anti-GAPDH (A) y anti-RPL18 (B) (rojo). El núcleo fue teñido con Hoescht (azul). 
La localización de las proteínas fue analizada por microscopia confocal. Las imágenes son 
representativas de tres experimentos independientes. 
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7.5 Silenciamiento de la proteína ribosomal RPL18 

Una de las proteínas identificadas que interaccionan con NSns1 en la infección por 

DENV es la proteína ribosomal RPL18, aunque esta proteína no cambia su 

expresión durante la infección, sí cambia su redistribución. Con el fin de  en el 

ciclo replicativo viral.  determinar si la proteína RPL18 participa en el ciclo 

replicativo de DENV, decidimos silenciar su expresión mediante siRNA. Debido a 

la abundancia de las proteínas ribosomales, el primer paso fue estandarizar las 

concentraciones ideales del siRNA para silenciar que la proteína ribosomal 

disminuya su expresión y además la célula sea viablesin alterar la viabilidad 

celular y su metabolismo. cPara lograr un buen silenciamiento de RPL18,iniciar 

con el silenciamiento las células Huh-7 fueron crecidas y transfectadas en 

suspensión, después fueron transfectadas con dos diferentes concentraciones de 

siRNA específico (siRNA-RPL18) 100 nM y 150 nM o con 150 nM de un siRNA no 

relacionado (control). ,Venticuatro 24 horas después, las células Huh-7 que crecen 

en monocapa fueron re-transfectadas con la misma concentración de los dos 

siRNAs.  Los y los niveles de proteína RPL18 fueron medidos 24 y 48 horas de la 

segunda transfección. B, bajo estas condiciones, podemos observar que la 

proteína RPL18 disminuyóe su expresión en un 40% aproximadamente a las 

24hpt, mientras que a las 48 hpt se puede observar disminución de un 84% 

aproximadamente. ,S sinm embargo, el silenciamiento de esta proteína se revierte 

a las 72 hpt observando aumento en la expresión de esta aproximadamente de 

60% (Figura 22). Así, l, los datos nos muestran que el silenciamiento máximo de la 

proteína PRL18 fue es a las 48hpt,  sin embargo, a las 24 hpt ya se encuentra 

silenciada más del 50% de la proteína, lo que nos hace pensar que esto nos 

genera la venta de infección para que las células sean infectadas 24 hpt 

permitiendo la infección por 48 horas y así obtener el sobrenadante y extractos 

celulares.  Es bien sabidoo el impacto que tienende las proteínas ribosomales 

tienen en el proceso de traducción celular, sin embargo, el silenciamiento de estas 

proteínas no siempre afectan la viabilidad ni la traducción celular. Para evaluar si 

el silenciamiento de esta proteína pudiera afectar la viabilidad así como el 

metabolismo celular dea las células transfectadas, se les realizó ensayos de 
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viabilidad, tinción con nitrato de plata  e incorporación de [35S]-Met para determinar 

sí las células se encontraban metabólicamente estables. Las células transfectadas 

con siRNA RPL18 o con el siRNA control no reducen modifican sula viabilidad 

celular a 48 y 72 hpt (Figura 23, panel A). A, además la traducción de los RNAm 

celulares no se ve afectada 48 y 72 hpt al hacer la tinción del patrón electroforético 

con nitrato de plata de las células transfectadas con el siRNA RPL18 o con el 

siRNA no relacionado a 48 y 72 hpt (Figura 23, panel B). A adicionalmente se 

realizó la incorporación de [35S]-Meth en las dos condiciones a 48 y 72 hpt (Figura 

23, panel C). Estos ensayos nos demuestran que el silenciamiento de la proteína 

ribosomal RPL18 no altera la viabilidad celular ni la eficiencia en la traducción de 

los RNAm.  

 

Figura 22. Silenciamiento de la proteína ribosomal RPL18. Células Huh-7 transfectadas con 
100 o 150 nM de siRNA RPL18 o con 150 nM de siRNA no relacionado además solo con el 
reactivo de transfección siPORT. E, lel extracto total de las diferentes condiciones fue analizado 
por ensayo de Western blot utilizando anticuerpo especifico contra la proteína ribosomal RPL18. El 
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anticuerpo, anti-actina fue utilizado como control de carga.  A 24 hpt se puede observar la 
disminución de proteína en un 40% (panel A),  48 hpt se puede observar disminución en la 
expresión de la proteína del 80% (panel C) y finalmente el silenciamiento de la proteína se inicia a 
revertir a las 72 hpt (panel E ).El análisis densitometrico de tres experimentos independientes fue 
hecho (panel B, D y F) *p<0.05.  El recuadro marca el tiempo y la concentración donde el 
silenciamiento máximo es alcanzado.   

Figura 23. El sSilenciamiento de la proteína ribosomal RPL18 no altera la viabilidad ni el 
metabolismo celular. Células Huh-7 fueron transfectadas con o 150 nM de siRNA RPL18 o con 
150 nM de siRNA no relacionado. Ensayo de viabilidad celular (A) tinción con nitrato de plata e 
incorporación a las proteínas celulares de meteonina S35 fue hecho 48 y 72 hpt (B y C), carriles 1 y 
3 son extractos de células huh-7 transfectadas con 150 nM del siRNA RPL18 (24 y 48 hpt 
respectivamente) mientras que los carriles 2 y 4 son células Hhuh-7 transfectadas con el siRNA 
control (24 y 48 hpt respectivamente). Los resultados son representativos de 3 experimentos 
independientes. 

 

7.6  RPL18 es requerida durante la infección con DENV 

Una vez que las condiciones del silenciamiento fueron establecidas, las células 

transfectadas con el siRNA RPL18 o con el siRNA control fueron infectadas con 

DENV-2, con el objetivo de evaluar cuatro parámetros: rendimiento viral por 

ensayos de plaqueo obtenidos del sobrenadante, secreción de NS1 utilizando 

ensayos de ELISA, expresión de proteínas virales mediante ensayos de Western-

blot y inmunofluorescencias, los niveles de RNAv fueron medidos  por  qPT-PCR. 

El sobrenadante fue colectado 48 hpi de las células transfectadas con 100 y 150 

nM del siRNA RPL18 o con 150 NM del siRNA control, detectado reducción del 

rendimiento viral de 1 y 1.5 logs respectivamente al compararlos con el control 
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(células transfectadas con el siRNA no relacionado) sugiriendo que la proteína 

ribosomal se encuentra involucrada en el ciclo replicativo viral (Figura 24, panel A).  

 

Estos datos se vieron apoyados por la reducción en la cantidad de NS1 secretada 

al sobrenadante en las células transfectadas  con 150 nM de siRNARPL18 al 

comparar con las células transfectadas con 150 nM del siRNA control (Figura 24, 

panel B). El silenciamiento de la proteína ribosomal RPL18 disminuyóe 

significativamente  notablemente el rendimiento viral así como la cantidad de NS1 

secretada al sobrenadante. Para confirmar el efecto inhibitorio en la infección 

debido al silenciamiento de RPL18, lL, los niveles de expresión de otras proteínas 

virales fueron medidos en células transfectadas con el siRNA RPL18. , LaLla 

reducción significativa en la cantidad de las proteínas virales E (verde) y NS1 

(naranja) a 24 hpi pudo confirmarse se puede observar por ensayos de 

inmunofluorescencia y Western blotdespués del silenciamiento de RPL18 en 

comparación con las células transfectadas con el siRNA control . Las células 

transfectadas con el siRNA especifico se observa  disminución en la cantidad de  

las proteínas virales E (verde) y NS1 (naranja) a 24 hpi en comparación con las 

células transfectadas con el siRNA control (Figura 24, panel C).  Esta reducción 

fue confirmada mediante ensayos de Western blot al evaluar la reducción de las 

proteínas no estructurales NS3 y NS5 en células transfectadas con el siRNA 

RPL18 comparando la cantidad de estas proteínas con los extractos celulares de 

las células transfectadas con 150 nM del siRNA control (Figura 24, panel D).  

confirmando que la proteína ribosomal RPL18 está involucrada en el ciclo 

replicativo de DENV, Aadicionalmente, se observóla reducción de 1 log en los 

niveles de RNAv  esto fue medido por qRT-PCR en ambas condiciones, las 

células transfectadas con el siRNA especifico con respecto a y las transfectadas 

con el siRNA control fueron lisadasa las 48 hpi (Figura 24, panel E).  para la 

obtención del RNA total observando que en la células transfectadas con el siRNA 

especifico hay disminución significativa al comparar los resultados con el control, 

Ccon estos datos, confirmamos la participación de la proteína ribosomal RPL18 en 
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el ciclo replicativo de DENV. Con el fin de determinar la Para confirmar la 

participación de la proteína ribosomal RPL18 en el ciclola replicación y 

traduccióntivo viral empleamos otra estrategia experimental, utilizamos células 

Vero establemente transfectas con el replicón de DENV4 el cual codifica para el 

gen reportero de luciferasa (generosamente donadas por Dr. Padmanabhan, 

Georgetown University Washington DC). Las células Vero-R4 las células fueron 

transfectadas con 100 nM y 150 nM de siRNA RPL18 o con 150 nM de siRNA 

control,  4824 y 7248 hpt se midió la actividad de luciferasa. A, lasa 4824 hpt se 

observó reduccióna  disminución en la concentración expresión de luciferasa 

dependiente de 0.5 a 1 log en la actividad de luciferasa fue observada en las 

células transfectadas con 100 nM y 150 nM del siRNA RPL18 respectivamente 

(Figura 25, panel B), mientras que a las 7248 hpt el efecto se pudouede observar 

de manera más dramáticao observandose reducción de más de 1 log en la 

actividad de luciferasa en la células transfectadas con 150 nM de siRNA RPL18 al 

comparar con el control no relacionado. Ninguna de las concentraciones de siRNA  

empleadas comprometióe la viabilidad celular (Figura 25, panel A). Con estos 

resultados concluimos que la proteína ribosomal participa modulando de manera 

positiva el ciclo replicativo viral. 
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Figura 24. El sSilenciamiento de la proteína ribosomal RPL18 inhibe la infección por DENV. 
Células Huh-7 transfectadas con 100 o 150 nM de siRNA RPL18 o con 150 nM de siRNA no 
relacionado e infectadas. Rendimiento viral fue medido por ensayos de plaqueo (A)  los niveles dea 
secreción de NS1 por ELISA (B). El rendimiento viral es fue expresado midiendo +- SEM de 
UFP/ml de tres experimentos independientes. La secreción de NS1 fue medida y normalizada con 
la absorbancia +- SEM p<0.05. La presencia de dos proteínas virales E (verde) y NS1 (naranja) y la 
proteína ribosomal RPL18 (rojo) de las células transfectadas e infectadas fue evaluada por 
microscopia confocal (C). La cantidad de las proteínas virales NS3 y NS5 y la proteína celular 
RPL18 fue medida mediante ensayos de Western blot (24 hpi) (D). El genoma viral fue cuantificado 
por qRT-PCR y es expresado +-SEM de eqUFP/ml de tres experimentos independientes *p<0.05. 

 

 

 



69 
 

 

 

Figura 25. El sSilenciamiento de la proteína ribosomal RPL18 inhibe la 
traducción/replicación de DENV. Células Vero que expresan de manera estable el replicón 
DENV4 fueron transfectadas con diferentes 100 o 150 nM de siRNA RPL18 o con 150 nM de 
siRNA no relacionado. 48 y 72 hpt el sobrenadante fue utilizado para medir viabilidad (A)  las 
células Vvero fueron lisadas para medir  la actividad de luciferasa (B). La luciferasa es expresada 
en unidades relativas de luciferasa (RLU) y los datos son medidos +- SEM de tres experimentos 
independientes *p< 0.05. 

 

 

 

VIII. DISCUSIÓN 
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Los virus son patógenos de gran austeridad genética ya que cuentan con un 

número limitado de genes, este hecho hace que requieran no solamente 

proteínas, sino también estructuras y organelos de la célula blanco para lograr 

sucompletar su ciclo replicativo dentro de ella. Los elementos celulares que 

requieren  constituyen factores de susceptibilidad y/o resistencia, además de que 

en muchas ocasiones determinan tropismo y especificidad de especie. El conocer 

los factores celulares que participan en la replicación viral es de gran relevancia, 

pues desde el primer momento de la infección algunas de las proteínas del primer 

paso para que el virus infecte a una célula es la unión del virusinteraccionanc con 

su receptor en la superficie de las células blanco por tanto, con su receptor, una 

de las estrategias para estudiar los factores celulares que partician en el ciclo 

replicativo viral comprenden el estudio de las moléculas que median la interacción 

del virus con estructuras y/o componentes celulares. Adicionalmente, se estudian 

las cascadas de señalización que se encienden en respuesta a la actividad viral. 

Por otro lado, pPara conocer moléculas que participan en la replicación viral 

generalmente se han estudiado proteínas unidas tanto que son capaces de unirse 

al RNA al igual que como a las proteínas virales. 

En el caso específico de dengue, éste es capaz de infectar tanto a células de 

vertebrados como de invertebrados, debido a que se trata de un arbovirus (virus 

transmitidos por artrópodos) por tanto es posible que DENV requiera de un gran 

número de factores celulares del huésped tal vez conservados entre ambos 

organismos. Por ejemplo, De Nova-Ocampo et al en el 2002 mediante ensayos de 

retardamientoo con la región 3’ UTR de DENV 4 identificó la interacción con el 

factor de alargamiento -1α en células de mosquito C6/36. Este factor es 

conservado para células de mamífero y se ha descrito que interacciona también 

con la RNT3’ del virus del West Nile.  

En el caso de células de vertebrados se han identificado diferentes componentes 

y/o estructuras  celulares que interaccionan con factores virales. Dentro de las 

proteínas virales que más han llamado la atención debido a la su importancia tanto 

en el ciclo de replicación viral como en la patogénesis de la enfermedad son las 

proteínas no estructurales NS1 y NS5.  
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Proteína NS5 

La proteína no estructural 5 (NS5) posee un tamaño de 105 aminoácidos y un 

peso molecular de 105 kDa. Es una proteína multifuncional en la región N- 

terminal posee el domino S- adenosil metil transferasa y en la C-terminal el 

dominio de polimerasa dependiente de RNA estas regiones se encuentran 

separadas por una región interdominio (Rawlinson et al. 2009).La región 

interdominio de la proteína NS5 reconoce dos secuencias de localización nuclear 

(SLN): la SLN que es reconocida por importinas α/β y la que es reconocida solo 

por IMPβ1 (importinas β1), adicionalmente la región interdominio también tiene 

secuencias de exporte nuclear (NES) que son reconocidas por la proteína CRM-1 

estas secuencia le permiten a la proteína NS5 moverse libremente del citoplasma 

al núcleo y del núcleo al citoplasma, la función que desempeña en el núcleo aun 

no es clara. 

Dada la importancia que tiene la proteína NS5 en el ciclo replicativo de DENV 

diferentes grupos de investigadores han utilizado diferentes estrategias 

metodológicas para aislar e identificar proteínas celulares que interaccionan con  

NS5. En este trabajo  utilizamos la cromatografía de afinidad que nos permitió 

aislar proteínas celulares del núcleo que interaccionan con NS5 de manera directa 

e indirecta esta metodología nos permitió aislar las proteínas que interaccionan in 

vitro. Las proteínas aisladas mediante cromatografía de afinidad fueron 

identificadas por espectrometría de masas con estas condiciones identificamos 36 

proteínas celulares que interaccionan con NS5. Seis de las proteínas que nosotros 

identificamos ya han sido reportadas previamente utilizando otra estrategia 

experimental como lo es el sistema de doble hibrido donde reportaron la 

interacción de DDX5, DDX3X y hnRNPF con NS5 adicionalmente se han 

reportado otras proteínas como: HSP90, DDX5 y PRDX6 que son capaces de 

interaccionar con NS3 (Le Breton et al. 2011; Mairiang et al. 2013; Heaton et al. 

2010). La proteína HSP90 también fue identificada en nuestro laboratorio por 

Reyes-Del Valle (2005) en donde encontró que esta proteína funciona como 
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receptor en la línea celular monocitica U937. Otra de las proteínas que 

identificamos es la vimentina esta proteína también encontramos que interacciona 

con NS1 y ya se ha reportado que interacciona con NS1 y NS4A (Teo y Chu 

2014). Otro grupo importante que se ha reportado previamente que tienen 

participación en el ciclo replicativo viral de dengue son las ribonucleoproteínas 

heterogéneo nucleares (hnRPs), algunas de las que previamente se han descrito 

para dengue son: hnRNP C1/C2,  hnRNP H y hnRNP K (Mishra et al. 2012; 

Dechtawewat et al. 2015; Brunetti, Scolaro, y Castilla 2015) la actividad general 

que desempeñan estas proteínas es en la biogénesis del RNA. Un dato 

interesante es que encontramos a la histona H2B tipo 1 esta proteína ya se ha 

reportado que es capaz de interaccionar con la proteína C en el núcleo de las 

células a las que infecta (Colpitts et al. 2011) desafortunadamente la función que 

desempeña la proteína NS5 en el núcleo no se ha descrito. Dentro del grupo de 

proteínas celulares que nosotros identificamos y que ya han sido caracterizadas 

previamente para otros virus son: eEF2, DDX5 y DDX3X (Ji et al. 2009; Owsianka 

y Patel 1999). Un aspecto que nos llamó la atención es que dentro de las 

proteínas identificadas encontramos dos proteínas sumamente interesantes: 

DDX5 y hnRNPF debido a la función biológica que desempeñan decidimos 

analizar el comportamiento de ambas en el ciclo replicativo viral. Previamente se 

ha reportado que la proteína DDX5 facilita la replicación del virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH) además es un regulador de la replicación del 

virus de la encefalitis japonesa (VEJ) ya que es capaz de unirse a la región no 

traducida 3´ (Li et al. 2013) 

La interacción de las proteínas celulares DDX5 y hnRNPF fueron confirmadas por 

ensayos de inmunoprecipitación utilizando extractos nucleares tratados con 

endonucleasa micrococal, la presencia de las proteínas en los inmunocomplejos 

no es dependiente del RNA. Al realizar ensayos de microscopia confocal se puede 

observar la clara y evidente salida de estas proteínas del núcleo hacia el 

citoplasma específicamente hacia la región perinuclear colocalizando con las 

proteínas E, NS5 y RNAdc lo cual sugiere que estas proteínas son requeridas por 

el virus. Como es bien sabido la proteína NS5 posee secuencias tanto de 
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localización nuclear como de exporte nuclear estas secuencias le permiten a la 

proteína viral aprovechar la maquinaria de transporte en la célula a la que infecta 

debido a eso se decidió utilizar un fármaco inhibidor del mecanismo α/β importinas 

este mecanismo fue descrito que utiliza la proteína viral NS5 para trasladarse al 

núcleo (Rawlinson et al. 2009) al tratar las células con ivermectina mediante 

microscopia confocal se puede observar la presencia de la proteína NS5 en el 

citoplasma celular interesantemente se puede observar a la proteína DDX5 en el 

núcleo de la célula, lo cual nos sugiere la posible participación de la proteína viral 

NS5 en el transporte de factores celulares nucleares que se requieren para llevar  

a cabo el ciclo replicativo de dengue. Para determinar la función específica que 

desempeñan estas proteínas en el ciclo replicativo de dengue se tendrían que   

utilizar ensayos específicos utilizando el sistema de replicación y traducción in 

vitro.  

Proteína NS1La proteína NS5 

La proteína no estructural 1 (NS1) es una proteína multifuncional, se puede 

encontrar de tres formas en las células infectadas: de forma monomérica anclada 

en las regiones membranosas y en el citoplasma, específicamente en la región 

perinuclear, donde se lleva a cabo el proceso de replicación (B. D. Lindenbach y 

Rice 1999)., Dde forma dimérica, anclada a la membrana celular y la hexamerica, 

que es secretada al medio extracelular (Gutsche et al. 2011). La presencia de ésta 

proteína en suero de pacientes se ha asociado en la patogénesis de la 

enfermedad (de la Cruz-Hernández et al. 2013), la presencia de esta proteína en 

el suero de pacientes infectados con el virus pero también proporciona permite 

hacer un diagnóstico rápido y específicoel diagnóstico rápido,  ha sido empleado 

como marcador de la infección por dengue. Además los niveles elevados de esta 

proteína en el suero correlacionan con el altoun mayor riesgo que presentan los 

pacientes ende desarrollar fiebre hemorrágica por dengue  (de la Cruz-Hernández 

et al. 2013). Más aún, recientemente se ha descrito que el reconocimiento de NS1 

por parte de TLR4 media la fuga plasmática característica de las formas severas 

del dengue (Beatty et al. 2015;  Modhiran et al. 2015). 
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Dado queE NS1sta proteína está involucrada tanto en replicación como en lay 

patogénesis haciéndola de gran importancia por ello diferentes grupos han 

intentado identificar proteínas celulares que interaccionan con esta proteínaella, 

tanto en suero de pacientes como en cultivo celular utilizando diversas estrategias 

metodológicas. Mediante ensayos de cromatografía de afinidad con la proteína 

NS1 recombinante y suero humano, seguido por la identificación por 

espectrometría de masas, se caracterizó identificó a la proteína clusterina (Clu). 

está proteína es capaz de interaccionar con la proteína NS1 recombinante La cual 

es un componente del suero sanguíneo además impide que impide que se lleve a 

cabo el complejo de ataque a la membrana a través del complemento. Esta 

interacción sugiriendo que está interacción pudiera estar involucrada en la perdida 

de plasma en la fiebre hemorrágica por dengue (Kurosu et al. 2007). 

Adicionalmente, también se han descrito otros factores importantes como son la 

trombina y la protrombina que son capaces de interaccionar con NS1 en suero de 

pacientes. E, esta interacción, puede interferir con la coagulación y contribuir a la 

fiebre hemorrágica por dengue (Lin et al. 2012).  

En este trabajo utilizamos dos estrategias diferentes pero complementarias entre 

sí, que nos permitieron aislar proteínas celulares que interaccionan de manera 

directa o indirecta con las proteínas virales NS1 y NS5. L, la cromatografía de 

afinidad nos permitió aislar las  proteínas celulares que interaccionan in vitro con 

NS1 y NS5, mientras que las inmunoprecipitaciones nos permitió aislar las 

proteínas celulares que interaccionan in vivo con ellas.. La identificación de estas 

proteínas se realizó mediante espectrometría de masas. Bajo esas condiciones  

maldi-Tof utilizando esta estrategia experimental identificamos 64 proteínas 

celulares que interaccionan con la proteína NS1 y 35 que interaccionan con SNS5. 

Un número importante de a gran cantidad de las proteínas que nosotros 

reportamos ya habían sido previamente identificadas empleando otras estregias,  

interaccionando con alguna proteína viral o con el RNA viral. Por ejemplo, 

utilizando otras estrategias como el sistema de doble hibrido algunas de lasse 

reportaron proteínas comoson: eEF1α, RPL-24, HSP90, VIM, PSMC1 y HNRPF 

(Le Breton et al. 2011). El, eEF1α también fue identificada en el nuestro laboratorio 
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por De Nova-Ocampo (2002) en donde encontró que esta proteína eras capaz de 

unirse a la 3´UTR de DENV 4. Sin embargo, la función que desempeña esta 

proteína es aún desconocida. En nuestro estudio, tAdicionalmente también 

aislamos e identificamos una serie de proteínas que previamente habíann sido 

reportadas y cuya además la función o participación en la replicación de DENV ya 

había sido decrita de estas se ha descrito para dengue y  para otros virus, una de 

estas proteínas como ocurre con es la proteína de choque térmico de 90 kDa 

(HSP90). E esta proteína interacciona con la proteína E y fue aislada mediante 

cromatografía de afinidad y descrita como el receptor utilizado por DENV en la 

línea celular monocitica U937  por nuestro grupo (Reyes-Del Valle et al. 2005). 

Otra de las proteínas que identificamos es fue la vimentina, la cual  esta proteína 

se había reportado previamente que interaccionaba con NS1 y NS4A, mediante 

ensayos dey que su silenciamiento observaron una alterabación significativamente 

en la distribución de los complejos replicativos en las células infectas por dengue 

DENV (Teo y Chu 2014), sugiriendo que vimentina es crucial en la organización y 

localización de los complejos replicativos en la región perinuclear en las células 

infectadas.  

Otra familia de proteínas que previamente se han reportado que tienen alguna 

participación en el ciclo replicativo de dengue son la ribonucleoproteínas 

heterogéneo nucleares (hnRPs), algunas de las que se han descrito son: hnRP 

C1/C2,  hnRP K Y hnRP H (Kanlaya et al. 2010; Mishra et al. 2012). En general las 

hnRPs poseen secuencias de unión al RNA, secuencias de localización nuclear y 

secuencias de interacción proteína-proteína esto lo que les permite participación 

participar en la biogénesis del RNA. Con, con respecto a C1/C2, las cuales tienen 

un peso molecular de 41 y 43 kDa respectivamente, se ha descrito que tiene una 

posiblesugiere que tienen interacción con NS1 debido a que por microscopia 

confocal solo se ha logradose observar una co-localización parcial de ambas 

proteinas en la región perinuclear de las células infectadas (Noisakran, Sengsai, 

et al. 2008). R recientemente se ha descrito que estas proteínas son capaces de 

interaccionar con el RNA mediante ensayos de inmunoprecipitación, reforzando la 

idea que estas proteínas pudieran tener alguna participación en la replicación del 
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RNAv (Dechtawewat et al. 2015). Con respecto a la proteína hnRPK se ha descrito 

que la infección por dengue DENV promueve que esta proteína se movilice del 

núcleo hacia el citoplasma, sugiriendo que pudiera tener participación en el ciclo 

replicativo de dengueviral (Brunetti, Scolaro, y Castilla 2015b). A, adicionalmente 

se ha relacionado a la proteína nhRP H con la respuesta antiviral ya que cuando 

esta proteína es silenciada la producción de  TNF-αα se ve comprometida (Mishra 

et al. 2012).  

UnOtro dato que nos llama la atención es la presencia entre las proteínas 

identificadas de dos proteínas de núucleo como son  las  histonas: H2B y H4. E 

estas proteínas ya se ha reportado que son capaz de interaccionar con la proteína 

C en el núcleo de las células infectadas (Colpitts et al. 2011), desafortunadamente 

la función que desempeñan las proteínas virales en el núcleo es desconocida. 

Dentro de las proteínas celulares que nosotros identificamos y que ya se han 

caracterizado para otros virus son: RPS25, RPL18A y RPL18 mediante ensayos 

de silenciamiento se ha demostrado que estas proteínas son importantes para la 

replicación/traducción del virus de la hepatitis C y el virus del mosaico de la coliflor 

(Thompson et al. 2009; Dhar et al. 2005).  

Un aspecto que nos sorprendió fue el gran número de  importante de este trabajo 

es que encontramos un gran grupo de proteínas ribosomales (aproximadamente el 

50% de las 64 proteínas identificadas) identificadas por su asociación directa o 

indirecta con NS1.  pertenecen al ribosoma ya sea de la subunidad mayor o menor 

es Por ello, que decidimos analizar el comportamiento de las proteínas de la 

subunidad ribosomal mayores de la subunidad mayor RPL18 y RPL18A durante 

infección.  Aadicionalmente, también se analizó a la proteína metabolica GAPDH 

(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) también identificada en nuestros 

ensayos . Esta proteína, la última proteína se decidió analizar debido a latiene 

gran importancia que tiene esta proteína en el metabolismo celular, aunque 

también previamente se ha reportado que esta proteína modula de manera 

negativa la replicación del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1). Más aún,  

adicionalmente se ha descrito que esta enzimaGAPDH es capaz de interaccionar 
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con la región 3´ del virus de la encefalitis japonesa (VEJ) (Yang et al. 2009; 

Kishimoto et al. 2012).  

La caracterización que realizamos de estas tres proteínas consistió en evaluar los 

niveles de expresión mediante ensayos de western blot y  su localización mediante 

ensayos de inmunofluorescencias a diferentes tiempos post-infección. A, a pesar 

de que no se observóa un cambio significativo en los niveles de expresión sí 

pudimos observar un cambio en la localización sub-celular ya que estás proteínas 

se concentraron en la región perinuclear de las células infectadas mientras que en 

las células no infectas estas proteínas se pueden observarse encontraban difusas 

en todo el citoplasma. 

Pudimos confirmar, la interacción de estas proteínas fue confirmadacon NS1 

mediante ensayos de co-inmunoprecipitación utilizando extractos totales tratados 

con endonucleasa microcoacal, sugiriendo que al menos la interacción no 

depende de la presencia de RNA. . Las proteínas ribosomales RPL18 y RPL18A 

forman parte de la sub-unidad mayor del ribosoma y se ha descrito que estas 

proteínas tienen funciones extra-ribosomales, por ejemplo, la proteína ribosomal 

RPL18 participa en la traducción del virus del mosaico de la coliflor, mientras que 

la proteína ribosomal RPL18A se ha descrito que interacciona con estructuras tipo 

IRE del VHC (Dhar et al. 2006). Cuando realizamos los ensayos de microscopia 

confocal pudimos observar la clara re-distribución de la proteína ribosmal RPL18 

hacia la región perinuclear  sugiriendo que esta es requerida por el virusDENV y 

pudiera estar participando en algún paso del ciclo replicativo, por ello se decidió 

evaluar la participación de ésta proteína en la infección. Para ello, RPL18 aspectos 

importantes del comportamiento del virus cuando está proteína fue silenciada 

mediante siRNA específicos dirigidos contra la proteína y una vez silenciada , los 

aspectos que evaluamos el efecto del silenciamiento en fueron: rendimiento viral, 

mediante ensayos de plaqueo, expresión de proteínas virales y síntesis de  RNAv. 

Así, El efecto del silenciamiento fue confirmado al medir la actividad de luciferasa 

en células vero establemente transfectadas con el replicón de dengue virus 4 

(Vero R4) la proteína es importante en la traducción/replicación del virus ya que 
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observamos una disminución del rendimiento viral, disminución reducción en la 

cantidad de proteínas virales y de disminución en la cantidad de RNAv en las 

células en donde RPL-18 fue silenciada con respecto a las que fueron con un 

siRNA no relacionado. Este efecto no se debió a una reducción generalizada de la 

síntesis de proteínas celulares como confirmamos mediante marcaje con 

Metionina- 35S. A adicionalmente, también observamos una disminución en la 

actividad de luciferasa, en células Vero establemente transfectadas con el replicón 

de dengue virus 4 (Vero R4) que codifica para luciferasa confirmando que RPL18 

es importante en la traducción/replicación del virus. 

estos datos sugieren la participación de esta proteína en la infección. Una de las 

posibilidades para explicar estos resultados es que la proteína NS1 sea una 

proteína de andamiaje para que se unan proteínas celulares que son importantes 

en la traducción/replicación viral. Se sabe que, además NS1 posee dominios 

transmembranales lo cual implica que esta proteína se encuentra en el lumen del 

retículo endoplásmico lo cual implica quepodría permitir su interacción  la proteína 

viral se encuentra interaccionando con las proteínas ribosomales. Otra posibilidad 

es que NS1 en su forma nativa interaccionara con proteínas ribosomales durante 

el proceso de doblamiento y paso a través del translocón durante la sítesis de 

proteínas virales. Dado que todas las proteínas de DENV requieren ser traducidas 

en el RE, debido a su estrecho contacto con el, es posible que la síntesis y 

maduración de las proteínas virales dependa de un grupo de proteínas 

ribosomales, entre ellas RPL18. Sin embargo, , para determinar la de participación 

manera específica la participación de la proteína ribosomal RPL18 en el ciclo 

replicativo de dengue y poder dilucidar sí participa en la traducción, replicación o 

en ambas se tendrían que realizar ensayos específicos como en sistemas de 

replicación y traducción in vitro. así como ensayos de retardo con esto podremos 

determinar la actividad funcional de esta proteína celular en la infección por 

dengue. 

 

IX. CONCLUSIONES  

Con formato: Superíndice 
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a) Dengue requiere de factores, estructuras y proteínas celulares para llevar a 

cabo el ciclo replicativo de manera eficiente.  

b) Las proteínas nucleares DDX5 y hnRNPF cambian su localización en las 

células Huh-7 infectadas con dengue, esta proteína sale del núcleo al citoplasma 

específicamente en la región perinuclear. 

c) La proteína RPL-18 se redistribuye a la región perinuclear en las células 

infectadas. 

d) El silenciamiento de la proteína RPL18 no afecta el metabolismo ni la viabilidad 

celular pero sí compromete el rendimiento viral. 
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XI. APÉNDICE 

 

SOLUCIONES PARA GELES DE POLIACRILAMIDA 

 

Acrilamida al 30%/ bis-acrilamida al 0.8% 

Acrilamida 29.2 g 

Bis-acrilamida 0.8 g 

Disolver en 50 ml de agua destilada y aforar a 100 ml.  

Filtrar a través de poro 0.22 µ. 

 

Tris-HCl pH 8.8 (solución B) 

Tris-base  (sigma) 12.11 g 

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 8.8 con HCl, aforar esta 

solución a 100ml  para ser filtrada con poro 0.22µ y ser guardada a 4°C. 

 

Tris-HCl pH 6.8 (solución D)  

Tris-base  (sigma) 12.11 g 

Disolver en 50 ml de agua destilada y ajustar el pH a 6.8 con HCl, aforar esta 

solución a 100ml  para ser filtrada con poro 0.22µ y ser guardada a 4°C. 

 

Persulfato de amonio 10X 

1 g de persulfato de amonio   

Disuelto en 10 ml de agua destilada. 

 

SDS al  2% 

2 g de SDS (sigma) disuelto en 100 ml de agua destilada. 
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TEMED (Bio-Rad) 

16.6 µl para un gel de 10ml al 10% 

 

Buffer de muestra  2X (buffer de carga) 

Agua 1.4 ml 
Tris ph 6.8 1 ml 
SDS al 10 % 2ml 
Glicerol al 100 % 5 ml 
Β-mercaptoetanol 500µl 
Azul de bromofenol 100µl 
 

Buffer de muestra  5X (buffer de carga) 

Tris ph 6.8 2.5 ml 
SDS al 10 % 4 ml 
Glicerol al 100 % 2 ml 
Β-mercaptoetanol 1 ml 
Azul de bromofenol 500 µl 
 

Amortiguador de electroforesis 10X (stock) 

Glicina grado USP (sigma) 144 g 
Tris-base (sigma) 30g 
SDS (sigma) 10g 
 

Disolver en 500 ml de agua destilada y aforar a 1 litro de la misma. 

 

Amortiguador de electroforesis 1X 

Amortiguador de electroforesis 10X (stock)  100ml 

Agua destilada                                                 900 ml 
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Solución  colorante para geles (Azul brillante de Coomassie R250) 

Azul brillante de Coomassie R250 0.3 g 
Ácido acético 50 ml 
Agua destilada 200 ml 
metanol 250ml 
Disolver  y guardar a temperatura ambiente protegido de la luz. 

 

Solución decolorante de geles de poliacrilamida 

Metanol 165 ml 
Ácido acético glacial    50 

ml 
Agua destilada 785 ml 
Se guarda a temperatura ambiente. 

 

Solución de secado para geles de poliacrilamida 

Metanol 40ml 
Glicerol 10ml 
Acido acético glacial 7.5ml 
Agua destilada 57.5 

ml 
 

 

SOLUCIONES DE TRANFERENCIA 

 

Buffer para transferir en cámara semi-seca 

Tris-base (sigma) 5.8 g 
Glicina grado USP (sigma) 29 g 
SDS (sigma)   1 g 
Metanol al 100% 200 ml 
Agua destilada 800 ml 
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Buffer para transferir en cámara húmeda 

Tris-base (sigma) 3.027 
g 

Glicina grado USP (sigma) 14.14 
g 

Metanol al 100% 
SDS 

200 ml 
1g 

Agua destilada 800 ml 
 

PBS 1X 

NaCl 8 g 
KCl 0.7 g 
Na2HPO4 2.17 g 
KH2PO4 0.2 g 
 

Se afora a 800 ml con agua bidestilada y se ajusta el pH a 7.4 con NaOH o HCl, 

posteriormente se afora a 1 litro. 

 

PBS 1X- Triton X.100 al 0.5% 

NaCl 8 g 
KCl 0.7 g 
Na2HPO4 2.17 g 
KH2PO4 0.2 g 
Triton X-100 5mL 
 

Se afora a 800 ml con agua bidestilada y se ajusta el pH a 7.4 con NaOH o HCl, 

posteriormente se afora a 1 litro. 

 

SOLUCIONES PARA PROTEINAS RECOMBINATES 

 

IPTG 1M 

IPTG                     1 g 

Agua miliQ          4.19 ml 
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Buffer de lisis bacteriana 

Tris pH 8.0 50 mM 500µl 
NaCl 300 mM 3 ml 
Glicerol 1ml 
Triton X-100 100µl 
 

Aforar a 10 ml de agua destilada y filtrar con poro 0.22µ. 

 

Buffer A  (para purificar proteínas recombinante) 

Tris pH. 8 25 ml 
NaCl 1M 250 ml 
Triton X-100 0.5 ml 
Glicerol 50 ml 
Etanol 50 ml 
Agua 124.5 ml 
 

 

SOLUCIONES PARA CULTIVO DE BACTERIAS 

 

Ampicilina 100 mg/mL 

Ampicilina               1 g 

Agua                       5ml 

Disolver con NaOH  y aforar a 10 ml. 

 

Medio LB con ampicilina  

Medio Luria Broth           25 g 

Agua destilada                  1 L 

Ampicilina 100mg/ml      1ml 

Disolver y esterilizar en autoclave, guardar a temperatura ambiente. 
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Agar LB 

Medio Luria Broth      12.5 g 

Agua destilada            500  ml 

Agar                            8 g 

 

Glucosa 1 M 

Glucosa               1 g 

Agua destilada    5ml 

 

SOLUCIONES PARA EXTRACTOS CELULARES 

 

Solución de despegado 

Tris HCI pH 7.5 2 ml a 1M 
EDTA 0.1 ml a 0.5 M 
NaCl 7.5 ml a 1M 
 

Aforar a 50 ml y filtrar con poro 0.22µ, guardar a temperatura ambiente. 

 

Solución A para extractos citoplásmicos  

Hepes 2 ml       a 0.5 M 
MgCl2 0.15 ml  a 1 M 
KCl 0.33 ml  a 3M 
 

Aforar a 100 ml y filtrar con poro de 0.22µ, se guarda a temperatura ambiente. 
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Solución  C  

Tris pH 8 0.05 ml      a 1 M 
MgCl2 0.025 ml    a 1M 
KCl 0.016 ml    a 3M 
EGTA 7.5 µl         a 200 mM 
DTT 2.5 µl         a 1 M 
Glucosa 7.5 µl         a 1M 
ZnCl2 0.01 ml      a 1 M 
Aforar a 5ml y filtrar con poro 0.2 2 µm, se guarda a temperatura ambiente. 

 

Solución D 

Tris pH 8 0.1 ml         a 1 M 
MgCl2 0.025 ml     a 1M 
KCl 0.53 ml       a 3M 
EGTA 5 µl             a 200 mM 
DTT 2.5 µl          a 1 M 
ZnCl2 0.01 ml       a 1 M 
Aforar a 5 ml y filtrar con poro 0.2 2 µm, se guarda a temperatura ambiente. 

 

SOLUCIONES PARA INMUNOFLUORESCENCIAS 

 

Solución de trabajo 

PBS 1 X 

1% de suero fetal bovino 

20 mg/mL de saponina 

 

 

Formaldehído 1% 

1 mL de formaldehido a 37 % 

10 mL de PBS 1X 
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